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1.-­‐	  INTRODUCCIÓN	  	  
1.1.-­‐	  Epidemiología	  
	  	   Los	   tumores	   del	   sistema	   nervioso	   central	   (SNC)	   son	   la	   segunda	   causa	   de	  cáncer	  infantil	  en	  niños	  de	  0	  a	  14	  años	  (aproximadamente	  un	  20%	  del	  total)	  y	   la	  tercera	   causa	   	   de	   cáncer	   infantil	   en	   los	   adolescentes	   de	   15	   a	   19	   años	  (aproximadamente	  un	  10%	  del	  total).	  Los	  tumores	  del	  SNC	  son	  la	  primera	  causa	  de	  muerte	  secundaria	  al	  cáncer	  en	  niños	  y	  adolescentes1.	  Los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  son	   los	   tumores	   del	   SNC	   más	   frecuentes	   en	   la	   población	   pediátrica2.	   Según	   las	  distintas	  series	  publicadas	  representan	  entre	  un	  30	  y	  un	  50%	  de	  todos	  los	  tumores	  del	  SNC	  en	  menores	  de	  15	  años	  de	  edad3.	  Alrededor	  del	  75%	  de	  todos	  los	  gliomas	  con	   confirmación	   histológica	   en	   la	   edad	   pediátrica	   son	   gliomas	   de	   bajo	   grado	  (grado	  I	  y	  II	  de	  la	  clasificación	  de	  la	  OMS)4.	  La	  incidencia	  anual	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  se	  estima	  que	  es	  de	  10	  a	  12	  casos	  por	  cada	  1.000.000	  niños	  de	  entre	  0	  y	  14	  años5.	  En	  España,	  según	  el	  registro	  nacional	  de	  tumores	  infantiles	  (RNTI)6	  ,	  los	  tumores	  cerebrales	  son	   la	   segunda	  causa	  de	  cáncer	   infantil	  y	  dentro	  de	  ellos,	   los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  son	  los	  tumores	  más	  frecuentes.	  Conviene	  señalar	  que	  dado	  que	   en	   estos	   tumores	   el	   tratamiento	   muy	   frecuentemente	   es	   exclusivamente	  quirúrgico	   y	   los	   servicios	   de	   neurocirugía	   muchas	   veces	   no	   incluyen	   a	   estos	  pacientes	   en	   los	   registros	   de	   cáncer	   infantil,	   la	   valoración	   de	   las	   cifras	   en	   los	  gliomas	   de	   bajo	   grado,	   suelen	   ser	   infraestimadas.	   La	   edad	   al	   diagnóstico	   más	  frecuente	  para	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  es	  entre	  los	  6	  y	  los	  9	  años,	  aunque	  pueden	  aparecer	  a	  cualquier	  edad7.	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1.2.-­‐	  Anatomía	  patológica	  
	  	   Los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  son	  tumores	  de	  grado	  I	  y	  II	  de	  la	  clasificación	  de	  la	   OMS	   con	   origen	   astrocítico,	   oligodendroglial	   y	   mixto	   (glioneuronal)8,9.	  Conforman	   un	   grupo	   muy	   heterogéneo	   de	   subtipos	   histológicos,	   localizaciones,	  distintas	   edades	   y	   diferentes	   características	   biológicas.	   En	   este	   grupo	   se	   suelen	  incluir	  los	  tumores	  mixtos	  glioneuronales.	  El	  subtipo	  histológico	  más	  frecuente	  es	  el	  astrocitoma	  pilocítico	  (con	  sus	  características	  fibras	  de	  Rosenthal),	  pero	  existen	  multitud	  de	  variantes	  histológicas	  como	  el	  astrocitoma	  difuso,	  el	  ganglioglioma	  o	  el	  xantoastrocitoma	   pleomórfico.	   En	   la	   edad	   pediátrica	   no	   son	   frecuentes	   algunos	  subtipos	  histológicos	   como	  el	  oligdendroglioma	  o	  el	   oligoastrocitoma	  que	   se	  ven	  mucho	  más	  frecuentemente	  en	  los	  adultos.	  	  	  
1.3.-­‐	  Presentación	  clínica	  y	  localización	  
	  	   La	  mayoría	  de	  los	  pacientes	  presentan	  una	  historia	  prolongada	  de	  síntomas	  y	  signos	  clínicos.	  Estos	  síntomas	  vienen	  definidos	  por	   la	   localización	  del	   tumor	  y	  por	   la	   presencia	   o	   no	   de	   hidrocefalia	   crónica	   (tumores	   de	   fosa	   posterior,	  localización	   en	   el	   “tectum”	   o	   astrocitomas	   subependimarios	   gigantocelulares	   o	  SEGAs).	   	   Los	   síntomas	   visuales	   son	   frecuentes	   en	   los	   gliomas	   de	   la	   vía	   óptica	   e	  incluyen	   disminución	   de	   la	   agudeza	   visual,	   alteraciones	   de	   los	   campos	   visuales,	  nistagmo,	   estrabismo,	   etc.	   Los	   pacientes	   con	   tumores	   de	   la	   región	   supraselar,	  además	  de	  síntomas	  visuales	  pueden	  presentar	  alteraciones	  hormonales	  como	  el	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déficit	  de	  hormona	  de	  crecimiento	  o	  el	  síndrome	  diencefálico.	  La	  localización	  en	  el	  tronco	   cerebral	   puede	   producir	   síndrome	   de	   Parinaud	   (localización	   pineal),	  vómitos	  y	  pérdida	  de	  peso	  inexplicados,	  hipotensión	  ortostática,	  disfagia,	  disfonía	  e	  incluso	  apneas	  centrales	  u	  obstructivas.	  	  	   Los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pueden	   localizarse	   en	   cualquier	   estructura	   del	  SNC.	   La	   localización	   más	   frecuente	   es	   la	   fosa	   posterior	   (20-­‐25%)2.	   Otras	  localizaciones	   típicas	   son	   el	   tronco	   cerebral,	   o	   la	   línea	  media	   supratentorial	   que	  incluye	   vías	   ópticas,	   región	   supraselar,	   el	   “tectum”	   y	   la	   región	   talámica.	   La	  localización	   en	   los	   hemisferios	   cerebrales	   es	   más	   típica	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	  grado	   de	   origen	   neuronal	   como	   los	   tumores	   neuroepiteliales	   disembrioplásicos	  (DNET),	   que	   suelen	   manifestarse	   con	   crisis	   convulsivas	   del	   lóbulo	   temporal.	   La	  localización	  primaria	  espinal	   se	  describe	  en	  alrededor	  de	  un	  5%	  de	   los	  casos.	  La	  diseminación	   leptomeníngea	  de	  estos	  tumores	  está	  poco	  estudiada	  y	  se	  sospecha	  pueda	  estar	  infraestimada,	  pues	  la	  resonancia	  magnética	  espinal	  y	  la	  realización	  de	  un	   liquido	   cefalorraquídeo	   (LCR)	   al	   diagnóstico	   no	   son	   práctica	   habitual	   en	   los	  pacientes	  que	  no	  presentan	  signos	  o	  síntomas	  de	  diseminación.	  Se	  cree	  se	  sitúa	  en	  torno	  al	  5-­‐10%	  de	  los	  casos10.	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1.4.-­‐	  Factores	  predisponentes	  
	  	   Entre	  los	  factores	  predisponentes	  para	  desarrollar	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  en	  la	  edad	  pediátrica	  se	  incluyen	  especialmente	  la	  neurofibromatosis	  tipo	  1	  (NF-­‐1)	  y	  la	  esclerosis	  tuberosa.	  	  	  
1.4.1.-­‐	  Neurofibromatosis	  tipo	  1	  	  	   La	   neurofibromatosis	   tipo	   1,	   causada	   por	   una	   mutación	   germinal	  heterocigótica	   en	   el	   gen	  NF-­‐1	   localizado	   en	   el	   brazo	   largo	  del	   cromosoma	  17,	   se	  asocia	   a	   distintos	   tipos	   de	   cáncer.	   Los	   tumores	  más	   frecuentes	   localizados	   en	   el	  sistema	   nervioso	   central	   en	   estos	   pacientes	   son	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado,	   la	  mayoría	  del	  subtipo	  histológico	  astrocitoma	  pilocítico.	  Los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  comprenden	  la	  mayoría	  de	  tumores	  intracraneales	  en	  los	  paciente	  pediátricos	  con	  NF-­‐111-­‐13.	   Los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   en	   niños	   con	  NF-­‐1	   pueden	   considerarse	   un	  subgrupo	  específico	  dentro	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  en	  pacientes	  pediátricos	  y	  precisan	   de	   una	   serie	   de	   consideraciones	   especiales	   a	   la	   hora	   de	   programar	   el	  tratamiento	  y	  el	  diagnóstico.	  Un	  paciente	  con	  NF-­‐1	  tiene	  una	  probabilidad	  en	  torno	  al	   20%	  de	   desarrollar	   un	   glioma	  de	   bajo	   grado	   14-­‐16.	   Debido	   a	   las	   características	  radiológicas	   típicas	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   en	   pacientes	   con	   NF-­‐1,	   estos	  pacientes	  suelen	  diagnosticarse	  exclusivamente	  con	  pruebas	  de	  imagen	  y	  muchas	  veces	  no	  se	  realiza	  una	  biopsia	  o	  resección	  de	  la	  tumoración17.	  Estos	  diagnósticos	  exclusivamente	   radiológicos	   a	   veces	   derivan	   en	   los	   siguientes	   problemas:	   1)	   el	  aumento	   de	   pruebas	   de	   screening	   que	   identifican	   “gliomas”	   en	   pacientes	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completamente	   asintomáticos	   en	   base	   a	   los	   hallazgos	   de	   RM	   (muchos	   de	   estos	  pacientes	   nunca	   desarrollarán	   lesiones	   sintomáticas);	   2)	   la	   ausencia	   de	  crecimiento	   con	   el	   tiempo	   de	   muchos	   de	   estos	   “gliomas”	   radiológicos	   que	   se	  traduciría	   en	   la	   duda	   de	   si	   estos	   “gliomas”	   eran	   verdaderas	   neoplasias;	   3)	   la	  dificultad	   en	   poder	   diferenciar	   verdaderos	   gliomas	   con	   tejido	   hamartomatoso	   o	  displásico	  típico	  de	  la	  NF-­‐1;	  y	  4)	  la	  falta	  de	  tejido	  tumoral	  que	  pueda	  ser	  utilizado	  para	  estudios	  biológicos.	  	  	  	   Desde	   hace	   décadas	   conocemos	   que	   la	  mayoría	   de	   gliomas	   de	   bajo	   grado	  asociados	   a	   NF-­‐1	   se	   localizan	   en	   las	   vías	   ópticas,	   afectando	   a	   uno	   o	   a	   los	   dos	  nervios	   ópticos,	   al	   quiasma	   óptico	   o	   a	   otras	   estructuras	   diencefálicas15,17.	   Los	  gliomas	  del	  nervio	  óptico,	  normalmente	  se	  diagnostican	  durante	  los	  3-­‐4	  primeros	  años	   de	   vida.	   No	   está	   claro	   si	   estas	   lesiones	   son	   de	   origen	   congénito	   o	   se	  desarrollan	   tras	   el	   nacimiento.	   Los	   gliomas	   del	   nervio	   óptico	   no	   son	   los	   únicos	  gliomas	   de	   bajo	   grado	   que	   se	   desarrollan	   en	   niños	   o	   adultos	   con	   NF-­‐1.	   Otras	  estructuras	   de	   la	   línea	   media,	   incluyendo	   el	   tronco	   cerebral,	   también	   pueden	  presentar	   gliomas	   de	   bajo	   grado.	   En	   los	   pacientes	   con	   NF-­‐1	   que	   desarrollan	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  del	  tronco	  cerebral	  o	  del	  cuerpo	  calloso,	  el	  diagnóstico	  suele	  ser	   más	   tardío	   en	   la	   infancia	   tardía	   o	   en	   la	   adolescencia18.	   Como	   ocurre	   en	   los	  gliomas	  de	  nervio	  óptico,	  la	  historia	  natural	  de	  los	  gliomas	  localizados	  fuera	  de	  las	  vías	  ópticas	  es	  impredecible.	  	  Algunos	  tumores	  crecen	  durante	  periodos	  cortos	  de	  tiempo	   y	   luego	   regresan	   espontáneamente,	   y	   otros	   presentan	   un	   crecimiento	  progresivo	  con	  importante	  sintomatología	  (especialmente	  los	  tumores	  que	  afectan	  al	   tronco	   cerebral).	   El	   mecanismo	   que	   está	   detrás	   de	   estos	   periodos	   de	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crecimiento-­‐regresión	   espontánea	   en	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   en	   los	   pacientes	  con	   NF-­‐1	   es	   todavía	   desconocido.	   El	   descubrimiento	   de	   por	   qué	   estos	   tumores	  pueden	   presentar	   regresión	   espontanea	   sería	   de	   máxima	   importancia	   para	   el	  tratamiento	  de	  los	  mismos.	  La	  mayor	  morbilidad	  en	  los	  niños	  con	  NF-­‐1	  y	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  es	  la	  pérdida	  de	  visión19.	  Sin	  embargo,	  el	  mecanismo	  de	  la	  pérdida	  de	  visión	   en	   estos	   pacientes	   no	   está	   del	   todo	   definido.	   Clínicamente,	   pacientes	   con	  pequeñas	  lesiones	  pueden	  perder	  la	  totalidad	  de	  la	  visión,	  mientras	  que	  otros	  con	  lesiones	  de	  gran	  tamaño	  mantienen	  la	  agudeza	  visual.	  	  	   Muchos	  de	   los	  pacientes	  con	  NF-­‐1	  y	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  no	  precisan	  de	  tratamiento,	  ya	  sea	  porque	  están	  asintomáticos	  o	  porque	  tengan	  estabilidad	  en	  sus	  síntomas	   clínicos.	   Incluso	   lesiones	   que	   progresan	   lentamente	   desde	   el	   punto	   de	  vista	  radiológico	  a	  veces	  no	  precisan	  tratamiento,	  ya	  que	  después	  de	  cierto	  tiempo,	  estas	   lesiones	   pueden	   estabilizarse	   e	   incluso	   regresar	   espontáneamente20-­‐22.	   En	  aquellos	  pacientes	  que	  precisen	  tratamiento,	  éste	  a	  veces	  se	  administra	  durante	  un	  tiempo	  limitado.	  Los	  gliomas	  de	  nervio	  óptico,	  normalmente	  aumentan	  de	  tamaño	  hasta	   los	   5	   o	   6	   años	   de	   edad,	   y	   posteriormente	   se	   frena	   su	   crecimiento	   por	  circunstancias	   todavía	  desconocidas.	  Debido	  a	   la	   localización	  de	  estos	  gliomas	  en	  las	  vías	  ópticas,	  la	  cirugía	  no	  es	  una	  opción	  terapéutica	  y	  la	  mayoría	  de	  las	  veces	  no	  se	  requiere	  para	  el	  diagnóstico.	  Debido	  a	  los	  riesgos	  de	  complicaciones	  vasculares	  y	  al	  riesgo	  de	  desarrollar	   transformación	  maligna	  e	   incluso	  segundos	  tumores,	   la	  radioterapia	   no	   se	   suele	   utilizar	   en	   el	   tratamiento	   de	   estos	   tumores,	   así	   que	   la	  mayoría	   de	   los	   pacientes	   que	   requieren	   tratamiento	   son	   tratados	   con	  quimioterapia.	   Existen	   muchos	   regímenes	   utilizados	   en	   el	   tratamiento	   de	   los	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gliomas	  de	  bajo	  grado	  en	  pacientes	  pediátricos.	  En	  niños	  con	  NF-­‐1,	  la	  combinación	  de	  vincristina	  +	  carboplatino	  ha	  demostrado	  que	  en	   los	  pacientes	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  y	  NF-­‐1,	  los	  resultados	  son	  mejores	  que	  en	  los	  pacientes	  con	  gliomas	  de	  bajo	   grado	   que	   no	   tienen	   NF-­‐123.	   Con	   supervivencias	   superando	   el	   95%	   a	   largo	  plazo,	   la	   supervivencia	   libre	   de	   progresión	   se	   ha	   demostrado	   mayor	   en	   los	  pacientes	   con	  NF-­‐124-­‐26.	  En	  un	  estudio	  de	   la	  Sociedad	   Internacional	  de	  Oncología	  Pediátrica	  (SIOP)	  que	  incluía	  108	  pacientes	  pediátricos	  con	  NF-­‐1	  y	  gliomas	  de	  bajo	  grado,	  43	   fueron	  observados	   sin	   tratamiento	  y	  55	   recibieron	  quimioterapia27.	   La	  supervivencia	   global	   a	   los	   12	   años	   fue	   del	   96%	   y	   la	   supervivencia	   libre	   de	  progresión	   a	   los	  5	   años	   fue	  del	   73%	   (significativamente	  mayor	  que	   en	  niños	   sin	  NF-­‐1).	  Este	  estudio	  demostró	  también	  que	  la	  localización	  fuera	  de	  las	  vías	  ópticas	  disminuye	  algo	  la	  supervivencia.	  Resultados	  similares	  se	  encontraron	  en	  el	  estudio	  norteamericano	  del	  Children´s	  Oncology	  Group	  (COG)	  en	  131	  pacientes	  pediátricos	  con	   NF-­‐1	   y	   gliomas	   de	   bajo	   grado26.	   La	   supervivencia	   global	   fue	   del	   98%.	   La	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  a	  los	  5	  años	  fue	  de	  casi	  el	  70%	  comparada	  con	  el	   39%	   en	   los	   pacientes	   sin	   NF-­‐1.	   Además	   los	   pacientes	   con	   NF-­‐1	   tuvieron	   una	  mejor	  respuesta	  radiológica	  que	  aquellos	  sin	  NF-­‐1.	  En	  este	  estudio,	  3	  pacientes	  con	  NF-­‐1	  desarrollaron	  segundos	  tumores.	  Los	  tres	  habían	  recaído	  de	  sus	  gliomas	  y	  en	  los	  tres	  se	  utilizó	  temozolomida	  como	  tratamiento	  de	  segunda	  línea,	  subrayándose	  la	  posible	  implicación	  del	  tratamiento	  con	  alquilantes	  en	  estos	  segundos	  tumores	  y	  la	  advertencia	  de	  intentar	  evitarlos	  en	  pacientes	  con	  NF-­‐1.	  La	  vinblastina	  semanal	  en	  monoterapia	   también	  ha	  demostrado	  una	  buena	  eficacia	   en	  estos	  pacientes28.	  En	   9	   pacientes	   con	   NF-­‐1	   y	   gliomas	   de	   las	   vías	   ópticas	   la	   supervivencia	   libre	   de	  progresión	   a	   los	   5	   años	   fue	   del	   75%.	   A	   pesar	   de	   estos	   resultados,	   el	   mayor	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problema	  aun	  no	  resuelto	  en	  los	  niños	  con	  NF-­‐1	  y	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  es	  que	  un	  porcentaje	   no	   desdeñable	   presenta	   pérdida	   de	   agudeza	   visual	   a	   pesar	   de	   la	  estabilización	  del	  tumor	  en	  los	  estudios	  radiológicos19.	  	  	  	   La	   experiencia	   hasta	   ahora	   con	   la	   quimioterapia	   se	   debe	   tener	   en	   cuenta	  cuando	  incorporemos	  los	  nuevos	  agentes	  biológicos	  al	  arsenal	  terapéutico	  en	  estos	  pacientes.	  Dados	  los	  excelentes	  resultados	  de	  la	  quimioterapia	  en	  la	  supervivencia	  global	  y	  la	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  de	  estos	  pacientes,	  la	  valoración	  de	  la	  efectividad	   de	   los	   nuevos	   agentes	   biológicos	   debe	   focalizarse	   en	   la	   mejoría	  funcional	   de	   los	   pacientes	   (por	   ejemplo:	   la	   agudeza	   visual).	   Aunque	   de	   forma	  anecdótica,	   ha	   habido	   respuesta	   en	   la	   agudeza	   visual	   de	   algunos	   pacientes	  refractarios	  a	  quimioterapias	  convencionales	  con	  bevacizumab29-­‐31.	  	  	   El	  conocimiento	  de	  la	  neurobiología	  de	  los	  gliomas	  relacionados	  con	  la	  NF-­‐1	  es	  muy	  pequeño	  debido	  a:	  1)	  el	  pequeño	  número	  de	  pacientes	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  y	  NF-­‐1	  en	  los	  que	  se	  realiza	  cirugía;	  2)	  cuando	  se	  realiza	  cirugía,	  las	  biopsias	  que	   se	   toman	   son	   normalmente	   de	   un	   material	   muy	   escaso;	   y	   3)	   el	   material	  congelado	   disponible	   para	   estudios	   es	   muy	   limitado.	   La	   casi	   totalidad	   del	  conocimiento	   actual	   se	   ha	   desarrollado	   a	   partir	   de	   modelos	   en	   ratones.	   Se	   ha	  descrito	  que	  la	  inactivación	  bialélica	  del	  gen	  NF-­‐1	  está	  presente	  en	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  asociados	  a	  NF-­‐1	  y	  que	  esta	  inactivación	  se	  acompaña	  de	  una	  actividad	  en	  la	  vía	  de	  señalización	  RAS-­‐MAPK.	  Además,	  ratones	  modificados	  genéticamente	  utilizando	  inactivación	  condicional	  bialélica	  del	  gen	  NF-­‐1	  han	  desarrollado	  gliomas	  de	   bajo	   grado	   similares	   a	   los	   de	   los	   pacientes	   con	   NF-­‐1.	   Mientras	   que	   en	   los	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gliomas	  de	  bajo	  grado	  del	  subtipo	  astrocitoma	  pilocítico	  de	  pacientes	  sin	  NF-­‐1	  se	  ha	   demostrado	   una	   hiperactividad	   de	   la	   señalización	   RAS,	   los	  modelos	   de	   ratón	  han	  sugerido	  que	  la	  vía	  mTOR	  puede	  ser	  de	  gran	  importancia	  en	  los	  tumores	  con	  NF-­‐1.	   	  Un	   estudio	   con	   rapamicina	   (inhibidor	  de	  mTOR)	   combinado	   con	   erlotinib	  (inhibidor	  de	  EGFR)	  demostró	  cierta	  actividad	  en	  gliomas	  de	  pacientes	  con	  NF-­‐1.	  Seis	   de	   nueve	   pacientes	   estabilizaron	   el	   crecimiento	   tumoral,	   aunque	   sólo	   uno	  obtuvo	   una	   respuesta	   parcial32.	   Comparando	   la	   experiencia	   en	   humanos	   con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  sobre	  todo	  de	  localizaciones	  en	  la	  vía	  óptica,	  los	  modelos	  de	  ratón	  han	  demostrado	  que	  estos	  tumores	  sólo	  se	  activan	  en	  periodos	  de	  desarrollo	  determinados.	   Siguiendo	   esta	   idea,	   tres	   estudios	   recientes	   demuestran	   que	  tratamientos	   cortos	   profilácticos	   con	   inhibidores	   de	   MEK	   durante	   el	   periodo	  neonatal	   en	   los	   ratones,	   mejora	   los	   defectos	   gliales	   del	   cuerpo	   calloso	   y	   del	  cerebelo,	  aportando	  beneficios	  a	  largo	  plazo	  de	  las	  funciones	  motoras.	  Es	  por	  ello	  que	   los	   inhibidores	   de	   MEK	   durante	   estas	   etapas	   del	   desarrollo	   podrían	   ser	  eficaces	  en	  controlar	  e	  incluso	  prevenir	  el	  desarrollo	  de	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  así	  como	   otras	   patologías	   asociadas	   a	   la	   NF-­‐1	   en	   el	   sistema	   nervioso	   central.	   Los	  inhibidores	  de	  MEK	  se	  están	  investigando	  en	  pacientes	  pediátricos	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  y	  NF-­‐1	  y	  los	  resultados	  preliminares	  son	  muy	  prometedores	  ya	  que	  se	  han	  visto	  respuestas	  favorables	  a	  estos	  tratamientos33.	  La	  experiencia	  hasta	  ahora	  sugiere	  que	  los	  pacientes	  con	  NF-­‐1	  y	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  podrían	  ser	  candidatos	  al	  tratamiento	  con	  dianas	  moleculares,	  pero	  para	  ello,	  debemos	  conocer	  más	  sobre	  su	  biología	  y	  sus	  alteraciones	  moleculares.	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1.4.2.-­‐	  Esclerosis	  tuberosa	  
	  	   La	  esclerosis	   tuberosa	  o	   también	   llamada	  complejo	  esclerosis	   tuberosa,	  es	  una	   enfermedad	   neurocutánea	   hereditaria	   autosómica	   dominante	   que	   se	  caracteriza	   por	   la	   presencia	   de	   hamartomas	   múltiples	   benignos	   en	   múltiples	  órganos	  incluyendo	  el	  cerebro,	  ojos,	  corazón,	  pulmón,	  hígado,	  riñón	  y	  en	  la	  piel34.	  El	  diagnóstico	  de	  la	  esclerosis	  tuberosa	  es	  clínico	  y	  la	  expresión	  de	  la	  enfermedad	  es	  muy	  variable.	  La	  incidencia	  es	  de	  aproximadamente	  1	  en	  5000	  a	  10000	  recién	  nacidos	  vivos.	  Está	  causada	  por	  la	  mutación	  en	  uno	  de	  los	  dos	  genes	  TSC1	  o	  TSC2.	  El	  80%	  de	  las	  mutaciones	  son	  “de	  novo”.	  El	  conocimiento	  actual	  define	  estos	  genes	  como	  genes	  supresores	  de	  tumores35.	  El	  avance	  más	  importante	  en	  la	  patogenia	  de	  esta	  enfermedad	  ha	  sido	   la	  definición	  del	  papel	  que	  tiene	  el	  complejo	  hamartina-­‐tuberina	   a	   través	   de	   la	   inhibición	   de	   la	   señalización	   celular	   mediado	   por	   el	  mecanismo	  diana	  de	   la	  rapamicina	  (mTOR).	  La	  vía	  de	  señalización	  mTOR	  es	  muy	  importante	  para	  la	  regulación	  proteica,	  el	  ciclo	  celular	  y	  la	  respuesta	  a	  la	  hipoxia36-­‐
42.	  	  	  	   La	  lesión	  cerebral	  característica	  de	  la	  esclerosis	  tuberosa	  es	  el	  astrocitoma	  de	  células	  gigantes	  subependimario	  (SEGA).	  El	  SEGA	  es	  un	  tumor	  benigno	  de	  lento	  crecimiento	  que	  se	  localiza	  en	  el	  área	  periventricular.	  Aproximadamente	  entre	  el	  5	  y	   el	   20%	   de	   los	   pacientes	   con	   esclerosis	   tuberosa	   desarrollarán	   un	   SEGA.	   Estos	  tumores	   cuando	   crecen	   pueden	   provocar	   una	   hidrocefalia	   obstructiva.	   Suelen	  hacerse	   sintomáticos	   entre	   los	   10	   y	   los	   30	   años	   de	   edad,	   aunque	   pueden	  manifestarse	   a	   edades	  más	   tempranas.	   Para	   diferenciar	   un	   SEGA	   de	   los	   nódulos	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subependimarios	   típicos	   de	   esta	   enfermedad,	   se	   utilizan	   una	   serie	   de	  características	   como	   la	   aparición	   de	   hidrocefalia,	   nueva	   sintomatología	   clínica,	  edema	   de	   papila	   o	   crecimiento	   de	   la	   lesión	   en	   resonancias	   magnéticas	   (RM)	  seriadas.	  Ante	   la	  ausencia	  de	  estas	  peculiaridades,	  se	  asume	  que	  una	   tumoración	  de	  más	  de	  10	  mm	  se	  define	  como	  SEGA.	  	  	  	   Los	   inhibidores	   de	   mTOR	   han	   revolucionado	   el	   tratamiento	   de	   esta	  enfermedad.	  No	  sólo	  son	  útiles	  en	  el	   tratamiento	  de	   los	  SEGAs,	  sino	  que	  también	  tienen	   un	   efecto	   beneficioso	   en	   el	   control	   de	   las	   crisis	   epilépticas,	   los	  angiomiolipomas	   renales,	   la	   linfangioleiomiomatosis	   pulmonar	   y	   los	  angiofibromas	   faciales43-­‐45.	   El	   ensayo	   clínico	   multicéntrico	   EXIST-­‐1	   randomizó	   a	  pacientes	  pediátricos	  y	  adultos	  (mediana	  de	  edad	  9,5	  años;	  rango,	  0,8	  –	  26,6	  años)	  con	   esclerosis	   tuberosa	   y	   SEGAs	   a	   recibir	   everolimus	   (inhibidor	   de	   mTOR)	   o	  placebo.	  Con	  una	  mediana	  de	  seguimiento	  de	  10	  meses,	  la	  proporción	  de	  pacientes	  que	  experimentaron	  una	  reducción	  del	   tumor	  de	  más	  del	  50%	  fue	  del	  35%	  en	  el	  grupo	  del	  everolimus,	   frente	  al	  0%	  en	  el	  grupo	  del	  placebo46.	  Estos	  resultados	  se	  han	  confirmado	  con	  un	  seguimiento	  más	  prolongado47,48.	  	  	  
1.5.-­‐	  La	  edad	  como	  factor	  pronóstico	  
	  	   Distintos	  grupos	  han	  demostrado	  que	  los	  menores	  de	  3	  años,	  especialmente	  los	  menores	  de	  1	  año	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  tienen	  peores	  resultados	  que	  los	  pacientes	   más	   mayores.	   Concretamente	   se	   ha	   publicado	   un	   peor	   resultado	  funcional	   y	   mayores	   déficits	   visuales	   en	   este	   grupo	   de	   pacientes27,49-­‐53.	   En	   el	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estudio	  de	  Ater	  y	  col.	  observaron	  como	  los	  menores	  de	  1	  año	  tenían	  un	  riesgo	  de	  3,4	   veces	   más	   de	   recaída/progresión	   que	   los	   mayores	   de	   esa	   edad51.	   También	  Laithier	  y	  col.	  identifican	  a	  los	  menores	  de	  un	  año	  como	  factor	  de	  riesgo	  para	  una	  menor	   supervivencia	   libre	   de	   progresión49.	   Mirow	   y	   col.	   confirman	   estos	  resultados	  en	  el	  ensayo	  clínico	  alemán	  HIT-­‐LGG	  1996,	  donde	  además	  asocian	  estos	  peores	  resultados	  con	  la	  presencia	  de	  síndrome	  diencefálico,	  diseminación	  y	  edad	  menor	  de	  6	  meses52.	  En	  los	  últimos	  años,	  se	  ha	  demostrado	  el	  papel	  que	  tiene	  la	  vía	  RAS/RAF/MAPK	   en	   la	   génesis	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos54-­‐57.	   Un	  estudio	  reciente	  de	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  con	  localización	  diencefálica	  describe	   que	   el	   32%	   de	   los	   pacientes	   que	   portaban	   la	   mutación	   BRAF	   V600E	  tenían	  menos	  de	  un	  año	  de	  edad,	  presentando	  un	  peor	  pronóstico58.	  
	  
1.6.-­‐	  Estratificación	  y	  análisis	  molecular	  
	  
	   Los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  constituyen	  un	  grupo	  muy	  variado	  y	  heterogéneo	   de	   distintos	   tumores,	   que	   sin	   embargo,	   en	   la	  mayoría	   de	   los	   casos	  están	   conducidos	   por	   un	   único	   iniciador	   genético,	   mayoritariamente	   en	   la	   vía	  MAPK	   (“mitogen-­‐activated	   protein	   kinases”)59,60(Figura	   1).	   Esta	   afirmación	   es	  completamente	   cierta	   en	   el	   caso	   de	   los	   astrocitomas	   pilocíticos,	   los	   cuales	   en	   el	  100%	  de	  los	  casos	  presentan	  una	  alteración	  de	  esta	  vías54,56.	  	  	  	   Los	  avances	  recientes	  en	  secuenciación	  genética	  y	  perfil	  de	  expresión	  génica	  han	   derivado	   en	   un	   mejor	   entendimiento	   de	   las	   vías	   moleculares	   que	   están	  presentes	   en	   la	   patogenia	   de	   los	   gliomas61.	   Las	   alteraciones	   más	   frecuentes	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conocidas	  hasta	  el	  momento	  son	  las	  que	  implican	  al	  gen	  BRAF,	  miembro	  distal	  de	  la	   familia	   RAF	   serin-­‐treonina	   quinasa	   y	   un	   regulador	   clave	   de	   la	   vía	   MAPK	  responsable	   de	   controlar	   la	   división	   celular,	   diferenciación	   e	   invasión	   celular.	  Entre	   las	   alteraciones	   del	   gen	   BRAF,	   las	   dos	   alteraciones	  mejor	   descritas	   son	   el	  transcrito	   de	   fusión	   entre	   el	   dominio	   activador	   de	   MAPK	   y	   KIAA154962	   y	   la	  mutación	  BRAF	  V600E.	  	  	  
	  
Figura	  1.	   Las	   vías	  MAPK	   y	   PI3K.	  (Tomada	   de	   Lassaletta	   A	   y	   col.	   An	   integrative	  molecular	   and	   genoic	   analysis	   of	   Pediatric	   hemispheric	   low-­‐grade	   gliomas:	   an	  update.	  Childs	  Nerv	  Syst	  2016;	  32(10):1789-­‐97).	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1.6.1.-­‐	  Fusiones	  BRAF	  
	  	   Varios	  estudios	  han	  sugerido	  que	  la	  presencia	  de	  la	  fusión	  BRAF:KIAA1549	  puede	   asociar	   un	   fenotipo	   clínico	   menos	   agresivo	   en	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	  pediátricos	   y	   que	   se	   asocia	   a	  mejor	   pronóstico63.	   Así,	   en	   el	   estudio	   del	   grupo	  de	  Toronto,	   Hawkins	   y	   col.	   describen	   un	   grupo	   de	   70	   gliomas	   pediátricos	   de	   bajo	  grado	   que	   definen	   como	   clínicamente	   significativos	   (localización	   no	   cerebelo	   y	  resección	  no	  completa	  y	  seguimiento	  de	  más	  de	  un	  año	  o	  necesidad	  de	  tratamiento	  quimioterápico).	  En	  ellos,	  demuestran	  que	  aquellos	  con	  la	  fusión	  BRAF:KIAA1549	  presentan	   de	   forma	   significativa	   una	   mejor	   supervivencia	   libre	   de	   progresión,	  independientemente	   de	   la	   edad	   al	   diagnóstico,	   del	   subtipo	   histológico	   y	   de	   la	  localización63.	  
	  
1.6.2.-­‐	  Mutaciones	  BRAF	  
	  	   La	  mutación	  BRAF	  V600E	  es	  la	  resultante	  de	  un	  cambio	  en	  la	  posición	  600	  del	   gen	   BRAF	   localizado	   en	   el	   cromosoma	   7	   de	   una	   valina	   por	   glutamato.	   Esta	  mutación	   fue	   inicialmente	   descrita	   en	   tumores	   de	   adultos	   como	   el	  melanoma,	   el	  carcinoma	  papilar	  de	  tiroides,	  cáncer	  de	  pulmón,	  cáncer	  colorrectal	  o	  de	  ovario	  y	  también	   se	   ha	   identificado	   en	   otros	   tumores	  pediátricos	   como	   la	   histiocitosis	   de	  células	   de	   Langerhans.	   La	  mutación	   BRAF	  V600E	   se	   sabe	   también	   que	   existe	   en	  una	   pequeña	   proporción	   de	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos64.	   Aunque	   hasta	  ahora	  no	  ha	  podido	  ser	  demostrado,	  algunos	  estudios	  de	  series	  pequeñas	  de	  casos	  sugieren	  que	  algunos	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  con	  esta	  mutación	  podrían	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tener	   una	   peor	   supervivencia	   libre	   de	   recaída	   o	   progresión58,65.	   El	   grupo	   de	  Toronto	  ya	  demostró	  que	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  que	  se	  transforman	  en	  gliomas	  de	  alto	  grado	  (un	  2,9%	  en	  una	  cohorte	  de	  886	  pacientes)	  presentaban	  de	   forma	  significativa	  con	  más	   frecuencia	   la	  mutación	  BRAF	  V600E	  y	   la	  deleción	  CDKN2A66.	  
	  
1.6.3.-­‐	  Alteraciones	  en	  FGFR	  
	  	   Los	   factores	   de	   crecimiento	   de	   fibroblastos	   (“fibroblast	   growth	   factor	  
receptors”:	   FGFR)	   son	   receptores	   que	   se	   unen	   a	   los	   miembros	   de	   la	   familia	   de	  factores	  de	   crecimiento	  de	   fibroblastos.	  Tras	   las	  mutaciones	   en	  BRAF	  V600E,	   las	  siguientes	   mutaciones	   en	   frecuencia	   en	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   son	   las	  mutaciones	   en	   FGFR1.	   Estas	   mutaciones	   suelen	   afectar	   al	   p.N546	   o	   p.K656	   de	  acuerdo	  a	  NM_023110.	  Un	  nuevo	  mecanismo	  en	  la	  activación	  de	  FGFR1	  se	  observó	  en	   gliomas	   cerebrales	   con	   histología	   de	   DNET	   (tumor	   disembrioplásico	  neuroectodérmico),	   oligodendrogliomas-­‐like	   y	   en	   algunos	   astrocitomas	  pilocíticos54,56,67,	   en	   donde	   se	   evidenció	   una	   duplicación	   de	   todo	   el	   dominio	  quinasa	   (duplicación	   interna	   en	   tándem,	   FGFR1-­‐ITD,	   o	   duplicación	   del	   dominio	  tirosin	   quinasa,	   FGFR1	   TKD	   duplicado).	   Además,	   se	   observaron	   también	   un	  pequeño	  número	  de	   fusiones	  FGFR1:TACC1	  y	  FGFR3:TACC3	  (descritas	  en	  un	  3%	  de	   glioblastomas	   multiformes	   en	   adultos68)	   subrayando	   la	   importancia	   de	   las	  distintas	   alteraciones	   en	   FGFR1	   como	   director	   conductor	   no	   reconocido	   hasta	  ahora	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado54,67.	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1.6.4.-­‐	  Alteraciones	  en	  MYB	  	   	  	   La	  proteína	  del	  proto-­‐oncogén	  MYB	  es	  un	  miembro	  de	  la	  familia	  de	  factores	  de	  transcripción	  MYB.	  Las	  alteraciones	  de	  los	  oncogenes	  MYB	  y	  MYB1	  se	  observan	  sobre	   todo	   en	   tumores	   neuroepiteliales	   de	   bajo	   grado.	   Estas	   alteraciones	   se	  describieron	  inicialmente	  	  en	  el	  estudio	  de	  secuenciación	  de	  tumores	  realizado	  por	  el	   “Pediatric	   Cancer	   Genome	   Project”	   (PCGP)	   y	   en	   un	   análisis	   independiente	  enfocado	  en	  detectar	  alteraciones	  estructurales	  en	  astrocitomas	  difusos	  grado	  II	  y	  en	  gliomas	  angiocéntricos57.	  Estas	  alteraciones	  se	  han	  confirmado	  posteriormente	  	  en	  una	  serie	  más	  amplia	  de	  tumores	  neuroepiteliales	  de	  bajo	  grado,	  en	  la	  cual	  en	  más	  del	  40%	  de	   los	  astrocitomas	  difusos	  grado	   II	  y	  en	   la	  mayoría	  de	   los	  gliomas	  angiocéntricos	   se	  observaron	  alteraciones	  en	  MYB67.	  A	  diferencia	  de	   las	   fusiones	  típicas	   de	   las	   quinasas,	   los	   reordenamientos	  MYB	  y	  MYB1	   se	   caracterizan	  por	   la	  pérdida	  de	  la	  porción	  C’-­‐terminal	  (codificando	  un	  dominio	  de	  regulación	  negativo)	  pero	  con	  retención	  de	  la	  porción	  transactivatoria	  N’-­‐terminal.	  
	  
1.6.5.-­‐	  Alteraciones	  en	  la	  familia	  de	  NTRK	  
	  
	   Además	  de	  las	  fusiones	  prototípicas	  de	  BRAF69,70,	  ahora	  que	  se	  cuenta	  con	  un	  repertorio	  mayor	  de	  genes	  5’	  asociados54,60,71,	  se	  han	  identificado	  en	  los	  gliomas	  de	   bajo	   grado	   otras	   fusiones	   que	   implican	   un	   receptor	   tirosin	   quinasa	   proximal.	  	  
NTRK2	   (TrkB)	   y	   NTRK3	   (TrkC)	   se	   han	   encontrado	   reordenados	   en	   algunos	  subtipos	  histológicos	  de	  gliomas	  de	  bajo	  grado,	  con	  todas	  las	  fusiones	  reteniendo	  el	   dominio	   quinasa54,56.	   Además,	   estas	   fusiones	   en	   la	   familia	   NTRK	   ya	   se	   habían	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observado	   en	   los	   gliomas	   de	   alto	   grado	   pediátricos,	   sobre	   todo	   en	   lactantes72,	  sugiriendo	   que	   en	   algunos	   casos	   puede	   haber	   solapamiento	   en	   la	   biología	   de	  algunos	  gliomas	  de	  bajo	  y	  alto	  grado.	  	  	   Como	   conclusión	   a	   este	   apartado	   de	   la	   estratificación	   biológica	   de	   los	  gliomas	   de	   bajo	   grado	   podemos	   afirmar	   que	   se	   están	   viviendo	   años	   de	   grandes	  cambios	  y	  descubrimientos	  en	  la	  biología	  de	  estos	  tumores.	  Estos	  cambios	  han	  sido	  facilitados	   por	   el	   desarrollo	   de	   las	   técnicas	   de	   secuenciación	   masiva	   que	   han	  permitido	   conocer	   muchas	   alteraciones	   nuevas	   antes	   desconocidas.	   El	   objetivo	  actual	  es	  determinar	  cual	  es	  el	  alcance	  real	  de	  estas	  alteraciones	  en	  el	  diagnóstico	  y	  tratamiento	  de	   los	   gliomas	  de	  bajo	   grado	  en	   la	   edad	  pediátrica.	   En	   los	  próximos	  años,	  la	  integración	  de	  la	  caracterización	  molecular	  con	  la	  clasificación	  histológica	  va	   a	   ser	   determinante	   para	   la	   planificación	  del	   tratamiento	  posterior	   y	   con	   toda	  seguridad	   será	   de	   gran	   importancia	   en	   el	   futuro	   más	   inmediato.	   Así	   se	   ha	  demostrado	   en	   la	   nueva	   clasificación	   de	   2016	   de	   la	   OMS	   para	   los	   tumores	   del	  sistema	  nervioso	  central	  en	   la	  que	   los	  hallazgos	  moleculares	   forman	  parte	  ya	  del	  diagnóstico	   de	   muchos	   de	   los	   subtipos	   histológicos,	   incluyendo	   también	   los	  gliomas9.	   Además,	   al	   no	   haber	   sido	   demostrado	   todavía	   el	   significado	   de	   estas	  alteraciones	  moleculares,	  muchos	  gliomas	  pediátricos	  de	  bajo	  grado	  son	  tratados	  todavía	   sin	   haber	   realizado	   una	   biopsia	   diagnóstica	   que	   nos	   permita	   conocer	   la	  biología	  de	  estos	  tumores.	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1.7.-­‐	  Mecanismos	  moleculares	  y	  de	  resistencia	  
	  	   Desde	  la	  identificación	  de	  la	  fusión	  BRAF:KIAA1549	  y	  de	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	   en	   tumores	   esporádicos59,73,74,	   se	   han	   identificado	   otras	   mutaciones	   y	  alteraciones	   en	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos57,75-­‐77.	   La	   mediana	   de	  alteraciones	  somáticas	  encontradas	  tras	  la	  secuenciación	  del	  genoma	  completo	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátrico	  ha	  sido	  de	  una70,	  sugiriendo	  que	  estas	  vías	  de	  señalización	  y	  especialmente	  	  la	  vía	  RAS/RAF/ERK	  median	  de	  forma	  directa	  en	  la	  respuesta	  celular	  y	  su	  regulación	  durante	  el	  crecimiento	  del	  niño.	  Los	  mediadores	  de	   la	  relación	  entre	  el	  crecimiento	  normal	  de	   la	  célula	  y	   las	  mutaciones	  de	   la	  vía	  RAS/RAF/ERK	  todavía	  no	  se	  conocen	  con	  exactitud.	  La	  mayoría	  de	  los	  tumores	  de	  fosa	  posterior	  son	  astrocitomas	  pilocíticos	  y	  presentan	  la	  fusión	  BRAF:KIAA1549.	  Todavía	   se	  desconoce	   si	   su	  excelente	  pronóstico	   se	  debe	  a	   su	   localización	  y	  a	   su	  resecabilidad	   quirúrgica	   o	   refleja	   las	   características	   biológicas	   que	   aportan	   esta	  alteración	   molecular	   a	   esta	   localización.	   De	   manera	   distinta,	   la	   proporción	   de	  gliomas	   de	   bajo	   grado	   en	   localizaciones	   distintas	   al	   cerebelo,	   con	   la	   fusión	  BRAF:KIAA1549	  es	  mucho	  menor63,78.	  Los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  que	  se	  localizan	  en	  el	  tronco	  cerebral,	  el	  diencéfalo	  y	  la	  corteza	  cerebral	  tienen	  mayor	  probabilidad	  de	   presentar	   la	   mutación	   BRAF	   V600E79,	   que	   resulta	   de	   la	   activación	   de	   la	   vía	  MAPK80.	  	  	   No	   se	   conoce	   aún	   si	   la	   predilección	   de	   estas	   alteraciones	  moleculares	   en	  estos	   tumores	   se	   debe	   más	   a	   la	   localización	   o	   al	   subtipo	   celular	   (astrocitoma	  pilocítico,	   xantoastrocitoma	   pleomórfico,	   ganglioglioma,	   etc.).	   Mientras	   que	   la	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mayoría	   de	   los	   pacientes	   incluidos	   en	   los	   actuales	   ensayos	   clínicos	   de	   terapia	  dirigida	   están	   respondiendo	   a	   los	   tratamientos,	   algunos	   no	   presentan	   respuesta	  alguna	  o	  progresan	  de	  forma	  muy	  precoz,	  mostrando	  una	  clara	  resistencia	  innata	  a	  estos	  tratamientos.	  Además,	  algunos	  pacientes,	  tras	  un	  periodo	  de	  clara	  respuesta,	  presentan	   progresión	   del	   tumor,	   presentando	   una	   resistencia	   adquirida	   a	   estos	  tratamientos81.	  Es	  por	  todo	  ello	  que	  debemos	  investigar	  más	  los	  mecanismos	  que	  inician	   y	   promueven	   el	   crecimiento	   celular	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado,	  incluyendo	  los	  mecanismos	  de	  resistencia	  al	  tratamiento	  dirigido.	  	  	   La	  resistencia	  adquirida	  a	  la	  inhibición	  de	  la	  vía	  MAPK	  en	  el	  tratamiento	  del	  melanoma	   es	   un	   fenómeno	   conocido	   y	   se	   desarrolla	   por	   varios	  mecanismos	   que	  incluyen	  amplificación	  de	  RTK,	  mutaciones	  de	  RAS	  y	  la	  selección	  de	  una	  secuencia	  alternativa	   de	   BRAF82,83.	   En	   el	   melanoma	   con	   mutación	   BRAF	   se	   produce	   de	  manera	  precoz	  una	  resistencia	  adquirida	  debido	  a	  la	  activación	  de	  vías	  alternativas	  a	  la	  vía	  MAPK84.	  Estas	  vías	  alternativas	  incluyen	  activación	  de	  CRAF,	  activación	  de	  RTK,	   actividad	   de	   IGF1/PI3K	   y	   mutaciones	   en	   NF1	   y	   MEK1.	   Las	   mutaciones	  secundarias	   en	   BRAF	   no	   se	   han	   visto	   involucradas	   como	   mecanismos	   de	  resistencia	  en	   los	  melanomas	  pero	  todavía	  no	  se	  han	  estudiado	  de	  forma	  reglada	  en	   los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos.	  La	  resistencia	   innata	  se	  cree	  que	  puede	  ser	   debida	   a	   mutaciones	   fuera	   de	   la	   vía	   MAPK	   o	   a	   mutaciones	   cooperativas	  secundarias	  como	  la	  metilación	  del	  promotor	  PTEN85	  además	  de	  una	  alteración	  en	  la	   vía	   MAPK,	   desarrollando	   así	   tumores	   no	   sensibles	   al	   tratamiento	   con	   un	  inhibidor	  de	  la	  vía	  MAPK	  pero	  que	  podrían	  ser	  sensibles	  al	  tratamiento	  combinado	  con	  dos	  inhibidores	  que	  desarrollaran	  su	  actividad	  en	  distintas	  localizaciones	  de	  la	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vía	   MAPK	   (por	   ejemplo	   un	   inhibidor	   de	   MEK	   y	   un	   inhibidor	   de	   BRAF	   V600E).	  Estudios	  recientes	  han	  demostrado	  mutaciones	  proximales	  en	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  incluyendo	  FGFR1	  y	  NTRK256.	  Mientras	  que	  estos	  receptores	  de	  las	   tirosin	   quinasas	   activarían	   la	   vía	  MAPK,	   vías	   paralelas	   como	   STAT	   o	   PIK3	   se	  activarían86,	  sugiriendo	  que	  a	   lo	  mejor	  utilizando	  inhibidores	  de	  estos	  receptores	  de	   tirosin	   quinasas	   podrían	  mostrar	   una	   eficacia	  mayor	   en	   estas	   situaciones.	   Se	  necesitan	   más	   estudios	   de	   estas	   mutaciones	   y	   nuevos	   fármacos	   que	   dirijan	   su	  mecanismo	  de	  acción	  sobre	  ellos.	  	  	  	   Basados	  en	  estos	  mecanismos	  de	  resistencia	  se	  han	  propuesto	  tratamientos	  combinados	  para	  los	  tumores	  que	  presentan	  la	  mutación	  BRAF	  V600E.	  La	  primera	  estrategia	  usada	  ha	  sido	  combinar	  un	  inhibidor	  de	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  con	  un	  inhibidor	  de	  MEK.	  Basado	  en	  la	  evidencia	  demostrada	  en	  la	  tasa	  de	  respuesta	  y	  en	  la	   duración	   de	   la	  misma,	   la	   FDA	   aprobó	   esta	   combinación	   en	   el	   tratamiento	   del	  melanoma87.	   De	  momento,	   la	   efectividad	   del	   tratamiento	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	  grado	   en	   la	   edad	   pediátrica	   está	   por	   demostrar	   y	   solo	   existen	   algunos	   casos	  aislados	  publicados	  de	  resistencia	  adquirida.	  Levy	  y	  cols.	  publicaron	  un	  caso	  de	  un	  paciente	  pediátrico	  con	  un	  glioma	  de	  bajo	  grado	  con	  mutación	  BRAF	  V600E	  que	  se	  trató	   con	   vemurafenib	   y	   vinblastina.	   El	   paciente	   respondió	   y	   posteriormente	  progresó	   a	   los	  9	  meses	  de	  haberse	   iniciado	   el	   tratamiento.	   En	   el	  momento	  de	   la	  progresión	  los	  autores	  demostraron	  que	  el	  paciente	  había	  adquirido	  la	  resistencia	  debido	  a	  la	  sobre-­‐expresión	  de	  la	  autofagia	  (un	  mecanismo	  celular	  conocido	  frente	  al	   estrés)88.	   A	   través	   de	   estudios	   preclínicos,	   los	   autores	   demostraron	   que	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inhibiendo	   el	   fenómeno	   de	   la	   autofagia	   con	   cloroquina	   podían	   resensibilizar	   el	  tumor	  al	  vemurafenib	  y	  el	  paciente	  obtuvo	  de	  nuevo	  respuesta	  al	  mismo.	  	  	  	   Aunque	   existe	   un	   déficit	   claro	   de	  modelos	   preclínicos	   de	   gliomas	   de	   bajo	  grado,	   existen	   diferentes	   modelos	   preclínicos	   de	   gliomas	   de	   alto	   grado	   con	   la	  mutación	  BRAF	  V600E.	  Yao	  y	  col.	  mostraron	  que	  estos	   tumores	  son	   inicialmente	  sensibles	   al	   vemurafenib	   en	  vitro	  y	   en	  vivo,	   sin	   embargo,	  desarrollan	   resistencia	  mediante	   activación	   del	   factor	   de	   crecimiento	   epidérmico	   (EGFR)89.	   Algunos	  receptores	   de	   tirosin	   quinasas	   como	   EGFR	   se	   re-­‐expresan	   a	   través	   de	   un	  mecanismo	  de	  retroalimentación	  negativo	  que	  se	  produce	  en	   los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  distal	   a	  MEK,	  pero	   la	   inhibición	  de	  BRAF	  o	  de	  MEK	  disminuye	  esta	   retroalimentación	  negativa,	   haciendo	  que	   los	   receptores	  de	   tirosin	  quinasas	  activen	   otra	   vez	   las	   vías	   de	   forma	   paralela.	   Estos	   autores	   demostraron	   como	  combinando	   un	   inhibidor	   de	   BRAF	   y	   un	   inhibidor	   de	   EGFR	   se	   aumentaba	   la	  actividad	  antitumoral	  de	  forma	  significativa89.	  	  	   Mientras	  en	  los	  últimos	  años	  la	  disregulación	  de	  la	  señal	  RAS/RAF	  ha	  sido	  el	  foco	   primario	   de	   la	   investigación	   de	   la	   biología	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	  pediátricos,	   también	   se	   han	   identificado	   otras	   alteraciones	   genéticas	   en	   otros	  subgrupos	   de	   pacientes.	   Estas	   alteraciones	   identificadas	   incluyen	   la	   duplicación	  del	  dominio	  tirosin	  quinasa	  del	  factor	  de	  crecimiento	  de	  los	  fibroblastos	  (FGFR1)	  y	  los	   reordenamientos	   de	  MYB	  y	  BYBL154,56,57,77.	   Las	   alteraciones	   en	   el	   gen	   FGFR1	  también	  incluyen	  fusiones	  con	  genes	  TACC	  que	  inducen	  la	  sobre-­‐expresión	  de	  las	  vías	  RAS/RAF/ERK	  y	  PI3K.	  El	  gen	  MYB	  controla	  un	  gran	  número	  de	  genes	  distales,	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sin	   embargo	   el	  mecanismo	   por	   el	   cual	   se	   produce	   la	   oncogénesis	   en	   algunos	   de	  estos	   subtipos	   de	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   se	   desconoce.	   Estudios	   recientes	   en	   los	  gliomas	  angiocéntricos	  han	  demostrado	   tres	  activaciones	   simultáneas	  de	   las	  vías	  de	  señalización	  afectadas	  por	  MYB:QKI	  que	  han	  ampliado	  la	  posibilidad	  de	  conocer	  los	  mecanismos	   implicados	   en	   esta	   oncogénesis77.	   Las	   alteraciones	   en	  MYB	   y	   en	  FGFR1	   se	   observan	   más	   frecuentemente	   en	   astrocitomas	   difusos	   y	   de	   manera	  excepcional	   en	   astrocitomas	   pilocíticos54.	   Nuevos	   estudios	   demuestran	   que	   la	  supervivencia	  para	  estos	  pacientes	  podría	  ser	  menor	  que	  para	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	   con	   alteraciones	   en	   BRAF,	   por	   lo	   que	   se	   hace	   necesario	   el	   desarrollo	   de	  tratamientos	  dirigidos	  para	   estos	   subgrupos	  de	   tumores.	  Algunos	   inhibidores	  de	  MYB	  se	  han	  evaluado	  en	   fase	  de	   investigación	  precoz	   	  en	  el	  contexto	  de	   tumores	  hematológicos	   sin	   evidenciarse	   una	   clara	   especificidad	   y	   están	   todavía	   lejos	   de	  utilizarse	   en	   ensayos	   clínicos54,57,77,90.	   Se	   ha	   sugerido	   que	   los	   oncogenes	   MYB	  podrían	   activar	   la	   vía	   MAPK.	   Aunque	   esto	   no	   se	   ha	   demostrado	   todavía,	   podría	  significar	   que	   la	   misma	   combinación	   de	   inhibidores	   de	   MEK	   utilizada	   en	   los	  tumores	  con	  mutación	  de	  BRAF	  se	  podrían	  combinar	  en	  el	  futuro	  para	  los	  tumores	  con	   alteración	   de	   MYB	   con	   fármacos	   que	   inhiben	   o	   alteran	   la	   función	   de	   los	  factores	   de	   transcripción,	   como	   son	   los	   inhibidores	   de	   la	   histona	   deacetilasa	  (HDAC)	  o	  los	  inhibidores	  de	  BET	  (bromodomain	  and	  extra-­‐terminal).	  	   Todavía	  está	  por	  demostrar	  si	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  o	  las	  mutaciones	  en	  FGFR1	  están	  implicadas	  en	  la	  resistencia	  a	  la	  quimioterapia	  convencional	  y/o	  a	  la	  radioterapia91,92.	   La	   deleción	   o	   el	   silenciamiento	   del	   locus	   p16INK4a	   podría	  permitir	   a	   los	   gliomas	  de	   bajo	   grado	  pediátricos	   desviar	   la	   senescencia	   inducida	  por	   oncogenes,	   observada	   cuando	   hay	   altos	   niveles	   de	   activación	   de	   la	   vía	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MAPK/ERK64,93	   y	   este	   podría	   ser	   un	   marcador	   de	   gran	   valor	   para	   identificar	  aquellos	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  con	  tendencia	  a	  ser	  resistentes	  al	  tratamiento	  y	  por	  lo	   tanto	   a	   la	   progresión.	   Células	   similares	   a	   las	   pluripotenciales	   (“stem-­‐like”)	   se	  han	   identificado	  en	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos,	  y	  con	  mucha	  probabilidad	  juegan	  un	  papel	  muy	  importante	  en	  la	  remisión	  o	  en	  la	  progresión	  de	  muchos	  de	  estos	  tumores94.	  El	  problema	  es	  que	  hasta	  la	  fecha	  no	  existe	  ninguna	  serie	  amplia	  de	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   que	   hayan	   progresado	   en	   los	   que	   se	   haya	  realizado	   la	   caracterización	   molecular,	   con	   lo	   que	   todavía	   se	   desconocen	   con	  exactitud	   los	   mecanismos	   de	   resistencia	   a	   los	   tratamientos	   convencionales.	  Además,	  a	  diferencia	  de	  otras	  neoplasias,	  el	  hecho	  de	  que	  estos	  tumores	  progresen,	  no	   siempre	   significa	   que	   se	   hagan	   resistentes	   a	   los	   tratamientos,	   de	   hecho	   hay	  casos	  descritos	   en	   la	   literatura	   en	   los	   que	   estos	   tumores	   vuelven	   a	   responder	   al	  mismo	   tratamiento95.	   Aunque	   algunos	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   tienen	  tendencia	   a	   progresar	   de	   forma	   reiterada,	   la	   mayoría	   de	   los	   pacientes	   son	  supervivientes	   a	   largo	   plazo,	   pues	   llega	   un	   momento	   (sobre	   todo	   al	   llegar	   los	  pacientes	   a	   la	   segunda	   década	   de	   la	   vida)	   en	   el	   que	   estos	   tumores	   desarrollan	  quiescencia	  y	  dejan	  de	  crecer	  para	  siempre96,97.	  La	  evidencia	  de	  por	  qué	  algunos	  tumores	   progresan	   y	   otros	   no,	   de	   por	   qué	   algunos	   se	   hacen	   resistentes	   al	  tratamiento	   y	   otros	   no,	   y	   de	   por	   qué	   algunos	   pacientes	   entran	   en	   quiescencia	   y	  otros	  no,	  se	  hace	  fundamental	  para	  en	  el	  futuro	  poder	  planificar	  el	  tratamiento	  de	  estos	  pacientes	  y	  así	  evitar	  los	  efectos	  secundarios	  del	  mismo.	  	  	   Mientras	   se	   desarrollan	   actualmente	   los	   ensayos	   fase	   I	   y	   II	   con	   agentes	  dirigidos	  a	  dianas	  moleculares	  en	  monoterapia,	  es	  preciso	  mirar	  hacia	  el	  futuro	  y	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empezar	  a	  desarrollar	  nuevos	  ensayos	  con	  tratamientos	  moleculares	  combinados.	  Es	  preciso	  empezar	  a	  obtener	  datos	  de	  ensayos	  que	  podrían	  incluir	  la	  combinación	  de	  tratamiento	  molecularmente	  dirigido	  con	  quimioterapias	  convencionales,	  o	  con	  otros	   tratamientos	   dirigidos	   o	   en	   aquellos	   tumores	   quimioresistentes	   con	  radioterapia	  como	  parte	  de	  ensayos	  fase	  I	  o	  II.	  Algunos	  estudios	  han	  sugerido	  que	  la	  proteína	  anormal	  de	  fusión	  BRAF:KIAA1549	  regula	  el	  crecimiento	  celular	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  	  de	  una	  manera	  mTOR	  dependiente98,99.	  Estudios	  preclínicos	  han	  demostrado	  que	  los	  tratamientos	  en	  combinación	  con	  inhibidores	  específicos	   de	   BRAF	   V600E	   (PLX4720),	   inhibidores	   de	   mTOR	   (everolimus)	   o	  inhibidores	  de	  MEK	  (AZD6244)	  son	  superiores	  en	  actividad	  a	  la	  monoterapia	  para	  aquellos	  gliomas	  con	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  o	  sin	  ella.	  Además	  aquellas	  células	  tumorales	  con	   la	   fusión	  BRAF:KIAA1549	  eran	  altamente	  sensibles	  a	   la	   inhibición	  de	   MEK1	   y	   2	   y	   el	   tratamiento	   combinado	   también	   era	   superior	   (aunque	   sólo	  moderadamente)	  al	  tratamiento	  en	  monoterapia100,101.	  	  	   Basándonos	  en	  modelos	  preclínicos,	  el	   tratamiento	  combinado	  BRAF/MEK	  también	   parece	   que	   sería	   efectivo	   en	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   con	   la	  mutación	   BRAF	   V600E	   de	   subtipos	   histológicos	   que	   clásicamente	   han	   sido	  resistentes	   al	   tratamiento	   quimioterápico	   como	   el	   ganglioglioma	   o	   el	  xantoastrocitoma	  pleomórfico	  (PXA).	  Recientemente	  se	  han	  propuesto	  estrategias	  para	  hacer	  frente	  a	  la	  resistencia	  inicial	  de	  tumores	  con	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  al	  tratamiento	   dirigido.	   Estas	   incluirían	   el	   uso	   de	   un	   inhibidor	   general	   de	   BRAF	  (inhibidor	  pan-­‐RAF)	  en	  combinación	  con	  inhibidores	  de	  MEK	  (RAF/MEK),	  como	  ya	  se	  han	  demostrado	  efectivos	  en	   líneas	   celulares	  de	   cáncer	  de	  colon	  BRAF	  V600E	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mutadas102.	  Estas	  combinaciones	  podrían	  tener	  mayor	  sinergia	  que	  las	  vistas	  con	  los	   inhibidores	  de	  BRAF/MEK,	  y	  podrían	   ser	  una	  elección	  más	   razonable	  para	  el	  tratamiento	   de	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   con	   resistencia	   inicial	   a	   los	  tratamientos.	  Otras	   combinaciones	   en	   estudio	   incluyen	   inhibidores	   de	  BRAF	   con	  inhibidores	   de	   IGFR1	   y	   otras	   combinaciones	   con	   inmunoterapia.	   Esta	   última,	  aunque	  muy	   prometedora,	   se	   ha	   visto	   de	  mayor	   relevancia	   en	   aquellos	   tumores	  con	  alteraciones	  genómicas	  complejas,	  algo	  nada	  característico	  de	   los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos,	  haciendo	  que	  estas	  combinaciones	  no	  sean	  la	  prioridad	  en	  la	  investigación	  actual103.	  	  	  	   Los	   tratamientos	   de	   combinación	   que	   utilizan	   quimioterapias	   (o	  radioterapia)	  convencionales	  y	  fármacos	  de	  acción	  molecular	  dirigidos,	  serían	  más	  apropiados	  para	  el	  tratamiento	  de	  aquellos	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  con	  mutaciones	  directoras	  o	  patogénicas	  que	  incluyen	  la	  BRAF:KIAA1549,	  FGFR,	  o	  de	  los	   receptores	   NTRK.	   Tratamientos	   específicos	   para	   estas	   alteraciones	   ya	   han	  demostrado	  respuestas	  prometedoras	  en	  otros	   tumores,	  aunque	  con	  el	  problema	  de	  la	  resistencia	  adquirida	  precoz.	  La	  inactivación	  distal	  de	  las	  vías	  MAPK	  y	  PI3K	  podría	  ser	  una	  buena	  estrategia.	  Dados	  los	  efectos	  secundarios	  de	  la	  quimioterapia	  convencional,	  quizá	  tendría	  sentido	  desarrollar	  nuevos	  ensayos	  clínicos	  en	  los	  que	  se	  ofreciera	  el	  tratamiento	  combinado	  con	  agentes	  molecularmente	  dirigidos,	  y	  si	  se	  desarrollaran	  resistencias,	  entonces	  administrar	  un	  tratamiento	  combinado	  con	  una	  quimioterapia	  convencional.	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1.8.-­‐	  Tratamiento	  quirúrgico	  en	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  
	  	   La	   cirugía	   es	   el	   tratamiento	   de	   elección	   y	   casi	   siempre	   curativa	   en	   los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  localizados	  en	  los	  hemisferios	  cerebrales	  o	  en	  el	  cerebelo.	  Cuando	  la	  localización	  de	  estos	  tumores	  limita	  la	  posibilidad	  de	  realizar	  resecciones	   completas	   o	   casi	   completas,	   entonces	   es	   cuando	   hay	   que	   considerar	  otros	  tratamientos	  como	  la	  quimioterapia	  o	   la	  radioterapia,	  sobre	  todo	  cuando	  el	  tumor	   muestra	   un	   comportamiento	   agresivo	   produciendo	   sintomatología	   a	   los	  pacientes	  o	  cuando	  se	  aprecia	  una	  progresión	  clara	  radiológica.	  	  	  	   En	  aquellos	  casos	  con	  indicación	  quirúrgica,	   la	  estrategia	  preoperatoria	  de	  los	  pacientes	  puede	  ser	  conservadora,	  si	  los	  pacientes	  están	  asintomáticos,	  porque	  se	  les	  haya	  descubierto	  el	  glioma	  de	  forma	  incidental	  y	  se	  puede	  hacer	  una	  cirugía	  programada	  o	  puede	  requerir	  una	   intervención	  urgente	  por	  una	   localización	  que	  produzca	   una	   hidrocefalia	   obstructiva.	   Los	   pacientes	   con	   letargia,	   coma	   e	  inestabilidad	   cardiorrespiratoria	   precisarán	   de	   una	   intervención	   urgente	   con	   un	  drenaje	   ventricular	   externo	   que	   solucione	   de	   inmediato	   la	   hidrocefalia.	   En	  pacientes	   con	   síntomas	  más	   subagudos,	   se	   puede,	   si	   la	   localización	   del	   tumor	   lo	  indica	   (por	   ejemplo	   en	   una	   localización	   en	   fosa	   posterior),	   considerar	   la	  ventriculocisternostomía	   del	   tercer	   ventrículo	   endoscópica.	   Este	   procedimiento,	  aunque	  no	  siempre	  exitoso,	  puede	  evitar	   la	  colocación	  de	  una	  válvula	  ventrículo-­‐peritoneal	  permanente.	  En	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  de	  cerebelo,	  la	  necesidad	  de	  una	  derivación	  permanente	  tras	  la	  resección	  tumoral	  se	  estima	  que	  es	  del	  10	  al	  40%	  de	  los	  casos104.	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   El	   tratamiento	  de	  elección	  en	   los	  astrocitomas	  cerebelosos	  es	   la	   resección	  completa,	   que	   se	   obtiene	   en	   el	   60-­‐80%	  de	   los	   casos	   quirúrgicos105.	   La	   resección	  completa	  se	  define	  como	  que	  todo	  el	  tumor	  visible	  por	  el	  neurocirujano	  es	  extraído	  durante	   la	   cirugía	   y	   la	   RM	   postquirúrgica	   confirma	   que	   no	   se	   aprecian	   restos	  tumorales	  en	  el	  lecho	  tumoral.	  La	  RM	  postoperatoria	  se	  recomienda	  realizarla	  a	  las	  24-­‐48	  horas	  después	  de	  la	  cirugía,	  porque	  los	  cambios	  postquirúrgicos	  en	  forma	  de	  gliosis	   y	   edema	   comienzan	   a	   aparecer	   entre	   3	   y	   5	   días	   después	   de	   la	   cirugía	   y	  pueden	   interferir	   con	   la	   identificación	   de	   tumor	   residual.	   Los	   tumores	   clásicos	  quísticos	   con	   un	   nódulo	   en	   la	   pared	   del	   quiste	   pueden	   requerir	   la	   exclusiva	  resección	  del	  nódulo	  para	  conseguir	  una	  resección	  completa.	  Todo	  depende	  de	  la	  composición	  de	  la	  pared	  del	  quiste.	  Si	  la	  pared	  del	  quiste	  no	  presenta	  captación	  de	  contraste	  en	  la	  RM,	  no	  hace	  falta	  resecar	  el	  quiste.	  Si	  la	  pared	  del	  quiste	  presenta	  captación	   de	   contraste	   en	   la	   RM,	   entonces	   se	   suele	   recomendar	   la	   resección	   de	  todas	  las	  áreas	  captantes	  para	  prevenir	   la	  recaída/progresión	  del	  tumor.	  Aun	  así,	  recientemente	   se	   ha	   evidenciado	   que	   la	   captación	   de	   contraste	   por	   la	   pared	   del	  quiste	  puede	  representar	  la	  vascularización	  de	  la	  gliosis	  reactiva	  y	  que	  en	  este	  caso	  no	   estaría	   recomendada	   la	   exéresis	   quirúrgica	   del	   quiste106.	   La	   resección	  parcial	  está	   indicada	   cuando	   exista	   riesgo	   con	   la	   resección	   completa	   de	   producir	  morbilidad	   importante	   y/o	   disfunción	   neurológica	   significativa.	   Esto	   se	   produce	  sobre	  todo	  cuando	  hay	  invasión	  del	  tronco	  cerebral,	  invasión	  del	  suelo	  del	  cuarto	  ventrículo,	  diseminación	  leptomeníngea	  o	  metástasis.	  	  	  	   En	  resumen,	  la	  cirugía	  sigue	  siendo	  un	  pilar	  fundamental	  en	  el	  tratamiento	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos.	  La	  resección	  completa	  de	  estos	  tumores	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viene	   determinada	   por	   la	   localización	   del	   tumor,	   y	   cuando	   se	   obtiene,	   alcanza	  cifras	  de	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  y	  supervivencia	  global	  a	  los	  10	  años	  de	  más	  del	  90%107.	  Un	  estudio	  de	  más	  de	  4000	  pacientes	  pediátricos	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  no	  evidenció	  diferencias	  entre	  pacientes	  que	  obtuvieron	  una	  resección	  completa	   y	   aquellos	   que	   presentaban	   residuo	   tumoral96.	   Además,	   las	   cirugías	  repetidas	  para	  obtener	  una	  resección	  completa	  se	  asocian	  a	  un	  aumento	  del	  riesgo	  de	  presentar	  disfunción	  neurológica	  permanente	  y	  una	  calidad	  de	  vida	  pobre108.	  A	  la	  hora	  de	   tomar	  decisiones	  en	  estos	  pacientes,	  es	   importante	  siempre	  valorar	  el	  riesgo	   de	   los	   daños	   neurológicos	   permanentes.	   Dados	   los	   buenos	   resultados	   a	  largo	   plazo,	   resecciones	   menos	   agresivas	   deben	   ser	   valoradas	   entre	   los	  neurocirujanos	  en	  caso	  de	  riesgo	  de	  estas	  secuelas,	  que	  disminuyen	  la	  calidad	  de	  vida	   futura	  de	  estos	  pacientes.	  Las	   localizaciones	  en	   la	   línea	  media	  como	   las	  vías	  ópticas,	  el	  hipotálamo,	  el	  tálamo	  y	  el	  tronco	  cerebral	  deben	  contraindicar	  el	  intento	  de	  resección	  dado	  el	  riesgo	  de	  complicaciones,	  y	  la	  cirugía	  sólo	  se	  realizará	  para	  la	  obtención	  de	  una	  biopsia	   lo	  suficientemente	  amplia	  para	  el	  estudio	  diagnóstico	  y	  molecular.	  	  
	  
1.9.-­‐	  Tratamiento	  radioterápico	  en	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  
	  	   Hasta	  hace	  pocos	  años,	  la	  radioterapia	  ha	  sido	  el	  tratamiento	  de	  elección	  en	  aquellos	   pacientes	   pediátricos	  mayores	   de	   5-­‐10	   años	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	  que	  precisaban	  de	  tratamiento	  adyuvante	  después	  o	  no	  de	  la	  cirugía.	  El	  papel	  de	  la	  radioterapia	  en	  el	   tratamiento	  de	  estos	   tumores	  en	   cuanto	  a	   la	   supervivencia	  no	  está	   claro.	   Existen	   muy	   buenos	   resultados	   en	   el	   control	   local	   del	   tumor	   con	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supervivencias	  libres	  de	  progresión	  a	  5	  y	  10	  años	  del	  87%	  y	  74%	  respectivamente	  utilizando	   radioterapia	   conformacional109,	   aunque	   la	   radioterapia	   no	   ha	  demostrado	   aumentar	   de	   forma	   significativa	   la	   supervivencia	   global	   de	   estos	  pacientes110,111.	   Existen	   dos	   grandes	   estudios	   recientes	   que	   incluso	   sugieren	   que	  aquellos	  pacientes	  que	  recibieron	  radioterapia	  para	  el	  tratamiento	  de	  sus	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  cuando	  eran	  niños,	  tienen	  a	  largo	  plazo	  una	  mayor	  probabilidad	  de	  fallecer	  que	  los	  que	  no	  habían	  recibido	  radioterapia.	  El	  primero	  es	  una	  revisión	  del	  registro	   norteamericano	   de	   cáncer	   SEER	   (Surveillance	   Epidemiology	   and	   End	  Results)	   que	   incluye	   4.040	   pacientes	   pediátricos	   diagnosticados	   con	   gliomas	   de	  bajo	  grado	  entre	  los	  años	  1973	  y	  2008.	  En	  el	  análisis	  univariante	  se	  identificaron	  como	  factores	  de	  riesgo	  de	   fallecer	  el	  año	  en	  el	  que	  se	  administró	  el	   tratamiento	  (más	  antiguo	  más	  riesgo),	  la	  edad	  al	  diagnóstico	  (edad	  menor	  peor),	  la	  histología	  y	  el	   grado	   de	   la	   OMS	   (grado	   II	   peor),	   la	   localización,	   el	   hecho	   de	   haber	   recibido	  radioterapia	   como	   tratamiento	   y	   la	   resección	   quirúrgica	   inicial.	   En	   el	   análisis	  multivariante	  el	  factor	  de	  riesgo	  más	  importante	  era	  el	  haber	  recibido	  radioterapia	  como	  tratamiento	  con	  una	  probabilidad	  de	   fallecer	  debido	  al	  glioma	  de	  3,9	  veces	  mayor	  que	  aquellos	  que	  no	  habían	  recibido	  radioterapia.	  Cuando	  se	  comparaba	  la	  supervivencia	   global	   en	   aquellos	   pacientes	   que	   no	   habían	   recibido	   radioterapia	  con	  aquellos	  que	  si	  habían	  recibido	  radioterapia	  como	  tratamiento	  para	  su	  glioma	  de	  bajo	   grado,	   la	   supervivencia	   era	   significativamente	  mayor	  en	  aquellos	  que	  no	  habían	   recibido	   radioterapia	   independientemente	   del	   grado	   de	   resección	  quirúrgica	  alcanzado96.	  El	  segundo	  estudio	  es	  una	  revisión	  también	  retrospectiva	  del	   grupo	   de	   Toronto	   de	   1202	   pacientes	   pediátricos	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado.	  Con	   una	   mediana	   de	   seguimiento	   de	   12,7	   años,	   el	   haber	   recibido	   radioterapia	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como	  tratamiento	  para	  el	  tumor	  se	  asociaba	  a	  una	  probabilidad	  3	  veces	  mayor	  de	  fallecer	   por	   todas	   las	   causas	   y	   a	   una	   probabilidad	   4	   veces	  mayor	   de	   fallecer	   en	  relación	  con	  el	  tumor97.	  Probablemente	  la	  radioterapia	  obtenga	  mejores	  resultados	  que	   la	   quimioterapia	   como	   tratamiento	   para	   el	   control	   local	   de	   los	   tumores	  irresecables	   que	   precisen	   de	   un	   tratamiento	   adicional.	   El	   problema	   es	   la	  morbilidad	  a	   largo	  plazo	  que	   incluye	  vasculopatía,	  alteraciones	  del	   crecimiento	  y	  otras	   alteraciones	   endocrinológicas,	   riesgo	   de	   segundos	   tumores	   y	   déficits	  cognitivos	   especialmente	   en	   los	   niños	   más	   pequeños	   y	   en	   los	   pacientes	   con	  neurofibromatosis112-­‐115.	   La	   radioterapia	   de	   intensidad	   modulada	   (IMRT)	   y	   la	  radioterapia	  estereotáxica	   son	  procedimientos	   relativamente	  nuevos	  que	  pueden	  disminuir	   el	   riesgo	   de	   secuelas	   a	   largo	   plazo.	   Un	   estudio	   con	   160	   pacientes	  pediátricos	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   que	   fueron	   tratados	   con	   braquiterapia	  estereotáxica	  con	  implantación	  de	  Iodo-­‐125	  demostró	  una	  SLP	  y	  SG	  del	  92	  y	  93%	  respectivamente116.	   Otros	   avances	   como	   la	   radioterapia	   con	   protones,	   que	  disminuye	   la	   radiación	   alrededor	  de	   la	   zona	   terapéutica	   en	   comparación	   con	   los	  fotones,	   puede	   también	   disminuir	   estos	   efectos	   secundarios	   a	   largo	   plazo	   en	   el	  futuro117-­‐119.	  	  
1.10.-­‐	  Tratamiento	  quimioterápico	  en	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  	   	  	   En	   las	   últimas	   tres	   décadas,	   se	   han	   intensificado	   los	   esfuerzos	   por	  demostrar	  el	  papel	  de	  la	  quimioterapia	  en	  niños	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado,	  tanto	  de	   nuevo	   diagnóstico	   como	   tras	   la	   progresión	   clínica	   o	   radiológica.	   Se	   han	  realizado	   múltiples	   estudios	   y	   ensayos	   clínicos	   prospectivos	   con	   diferentes	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quimioterapias,	   en	   combinación	   o	   en	   monoterapia	   en	   pacientes	   pediátricos	   con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  de	  nuevo	  diagnóstico	  o	  en	  progresión	  o	  refractariedad.	  La	  mayoría	   de	   estos	   estudios	   han	   demostrado	   respuestas	   o	   estabilización	   de	   la	  enfermedad	   en	   la	   mayoría	   de	   los	   pacientes,	   permitiendo	   que	   la	   radioterapia	   se	  pudiera	   posponer	   o	   evitar24,51,120-­‐124.	   Sin	   embargo,	   la	   importancia	   clínica	   de	   la	  reducción	  transitoria	  del	  tumor	  y	  cómo	  se	  traduce	  esta	  información	  en	  la	  mejoría	  de	   los	   resultados	   a	   largo	  plazo	   todavía	   está	  por	  demostrar.	   El	   ensayo	   clínico	  del	  Children´s	   Oncology	   Group	   A9952	   fue	   un	   estudio	   prospectivo	   en	   pacientes	  menores	   de	   10	   años	   realizado	   durante	   los	   años	   1997	   a	   200551.	   La	   anatomía	  patológica	  de	   los	  pacientes	  biopsiados	  reclutados	   (sin	  NF-­‐1)	   incluía	  astrocitomas	  pilocíticos	   en	   124	   pacientes	   (45%),	   astrocitoma	   fibrilar	   de	   bajo	   grado	   en	   28	  pacientes	   (10%)	   y	   LGG	   NOS	   (no	   especificado)	   en	   27	   pacientes	   (10%).	   Los	  pacientes	  sin	  NF-­‐1	  se	  randomizaron	  a	  recibir	  vincristina	  +	  carboplatino	  (VC=137	  pacientes)	   o	   procarbacina	   +	   CCNU	   +	   tioguanina	   +	   vincristina	   (PTCV=137	  pacientes).	  La	  supervivencia	  libre	  de	  eventos	  fue	  del	  39±4%	  para	  los	  pacientes	  que	  recibieron	  CV	  y	  52±5%	  para	  los	  pacientes	  que	  recibieron	  TPCV;	  sin	  embargo	  esta	  diferencia	  no	  fue	  estadísticamente	  significativa	  (p=0,10).	  Los	  factores	  pronósticos	  que	  se	  observaron	  para	  la	  supervivencia	  global	  y	  la	  supervivencia	  libre	  de	  eventos	  fueron	  la	  menor	  edad	  al	  diagnóstico	  y	  el	  tamaño	  del	  tumor	  (>3	  cm2).	  Además,	  los	  pacientes	   con	   tumores	   talámicos	   tuvieron	   una	   peor	   supervivencia	   global.	   A	  continuación,	   el	   COG	  desarrolló	   el	   estudio	  ACNS0223,	   investigando	   la	   adición	  de	  temozolomida	   a	   la	   combinación	   de	   vincristina	   +	   carboplatino	   en	   pacientes	  pediátricos	  menores	  de	  10	  años	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  de	  nuevo	  diagnóstico	  entre	   los	   años	   2004	   y	   2007125.	   En	   los	   65	   pacientes	   que	   se	   incluyeron	   en	   este	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estudio,	   la	  histología	  más	  frecuente	  fue	  el	  astrocitoma	  pilocítico	  (n=41,	  63%)	  y	  la	  localización	   más	   frecuente	   fue	   el	   hipotálamo-­‐quiasma	   óptico	   (n=15,	   23%).	   La	  supervivencia	   libre	   de	   eventos	   a	   los	   5	   años	   fue	   del	   46%	   (95%	  CI:	   33-­‐58%)	   y	   la	  supervivencia	  global	  a	  los	  5	  años	  del	  87%	  (95%	  CI:	  75-­‐93%).	  	  	   El	  comité	  europeo	  para	  los	  tumores	  cerebrales	  de	  la	  Sociedad	  Internacional	  de	  Oncología	  Pediátrica	  (SIOP)	  coordinó	  un	  estudio	  europeo	  multicéntrico	  para	  el	  tratamiento	  de	  niños	  y	  adolescentes	  con	  LGG,	  el	  protocolo	  SIOP	  LGG-­‐2004.	  Fue	  un	  estudio	   randomizado	   para	   pacientes	   de	   nuevo	   diagnóstico	   que	   no	   estuvieran	  diagnosticados	  de	  NF-­‐1,	   con	  LGG	   irresecables	   en	  progresión	  o	   sintomáticos	  para	  investigar	   el	   papel	   de	   la	   intensificación	   de	   la	   quimioterapia.	   En	   el	   estudio,	   el	  tratamiento	   estándar	   de	   vincristina	   +	   carboplatino	   se	   randomizó	   frente	   a	   un	  tratamiento	   más	   intensivo	   añadiendo	   etopósido	   a	   la	   combinación	   (vincristina	   +	  carboplatino	  +	  etopósido).	  Se	   incluyeron	  497	  pacientes	  y	  no	  se	  encontró	  ninguna	  diferencia	   estadísticamente	   significativa	   ni	   en	   la	   respuesta	   radiológica	   a	   las	   24	  semanas,	  ni	   en	   la	   supervivencia	   libre	  de	  evento	  o	   la	   supervivencia	  global	   a	   los	  5	  años.	  La	  conclusión	  más	  importante	  de	  este	  estudio	  fue	  que	  el	  añadir	  etopósido	  a	  la	  combinación	  estándar	  no	  tuvo	  un	  impacto	  en	  la	  respuesta	  o	  la	  supervivencia,	  y	  no	  mejoró	  los	  resultados	  en	  pacientes	  con	  factores	  de	  riesgo	  clínicos126.	  	  	   Con	   todo	   lo	   citado	   anteriormente,	   la	   combinación	   de	   vincristina	   y	  carboplatino	   se	   acepta	   de	   forma	   universal	   como	   el	   tratamiento	   estándar	   de	  primera	   línea	   para	   los	   pacientes	   pediátricos	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   que	  requieren	   tratamiento	   quimioterápico.	   En	   esta	   combinación,	   el	   carboplatino	   se	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puede	   administrar	   de	   forma	   mensual	   (estrategia	   SIOP)	   o	   de	   forma	   semanal	  (estrategia	   COG)	   durante	   un	   periodo	   de	   52	   a	   84	   semanas.	   Las	   dos	   opciones	   han	  demostrado	   que	   la	   radioterapia	   se	   puede	   diferir	   u	   omitir	   en	   la	   mayoría	   de	   los	  pacientes.	   Sin	   embargo,	   los	   dos	   regímenes	   de	   tratamiento	   son	   claramente	  deficitarios	   en	   términos	  de	  progresión	   libre	  de	   enfermedad	   y	   en	   la	   toxicidad.	   La	  progresión	   libre	   de	   enfermedad	   durante	   y	   tras	   el	   tratamiento	   quimioterápico	   es	  alta	  y	  a	  los	  5	  años,	  menos	  del	  40%	  de	  los	  pacientes	  tienen	  un	  control	  adecuado	  del	  tumor.	   Además,	   algunos	   pacientes	   no	   pueden	   tolerar	   el	   protocolo	   completo	   del	  tratamiento	  debido	  a	  la	  incidencia	  excesiva	  de	  reacciones	  alérgicas	  al	  carboplatino	  (hasta	  el	  32%	  en	  algunos	  estudios	  prospectivos124)	  que	  es	  la	  responsable	  del	  cese	  precoz	  del	  tratamiento	  o	  de	  la	  sustitución	  del	  carboplatino	  por	  quimioterapia	  con	  mayor	  toxicidad	  para	  los	  pacientes,	  como	  el	  cisplatino	  y	  la	  ciclofosfamida.	  	  	  	   Otras	  combinaciones	  de	  quimioterápicos	  para	  el	  tratamiento	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  en	  la	  edad	  pediátrica	  han	  presentado	  buenos	  resultados	  en	  cuanto	  al	  control	   de	   la	   enfermedad,	   pero	   con	   toxicidades	   demasiado	   costosas	   para	   los	  pacientes,	  teniendo	  en	  cuenta	  que	  hablamos	  de	  tumores	  que	  en	  la	  mayoría	  de	  los	  casos	   no	   van	   a	   producir	   la	   muerte	   del	   paciente	   y	   que	   el	   objetivo	   de	   los	  tratamientos	   es	   no	   solo	   controlar	   la	   enfermedad	   sino	   minimizar	   al	   máximo	   los	  efectos	  secundarios	  de	  los	  mismos.	  Por	  ejemplo,	  el	  régimen	  citado	  anteriormente	  con	   TPCV	   (tioguanina,	   procarbacina,	   lomustina	   y	   vincristina)	   se	   asocia	   con	  toxicidad	  hematológica	  significativa,	  además	  de	  un	  riesgo	  potencial	  de	  desarrollar	  infertilidad	   y	   segundos	   tumores	   en	   relación	   al	   uso	   de	   lomustina	   y	  procarbacina127,128.	   La	   combinación	   utilizada	   por	   la	   Sociedad	   Francesa	   de	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Oncología	   Pediátrica	   (SFOP)	   utilizando	   6	   fármacos	   (cisplatino,	   etopósido,	  ciclofosfamida,	   procarbacina,	   vincristina	   y	   carboplatino)	   presentaba	   múltiples	  riesgos	   de	   efectos	   secundarios	   a	   largo	   plazo49.	   	   La	   combinación	   de	   etopósido	   y	  cisplatino	   utilizado	   por	   el	   grupo	   italiano	   de	   Milán	   se	   asocia	   a	   una	   incidencia	  elevada	   de	   pérdida	   de	   audición	   secundaria	   al	   uso	   de	   cisplatino	   y	   al	   riesgo	   de	  leucemia	   secundaria	   por	   el	   uso	   del	   etopósido123,129.	   La	   pérdida	   de	   audición	   en	  pacientes	   con	  gliomas	  del	   nervio	  óptico	   los	   cuales	  presentan	  déficits	   de	   agudeza	  visual	   con	   frecuencia	   puede	   conllevar	   situaciones	   muy	   limitantes	   para	   los	  pacientes.	   Finalmente,	   la	   utilización	   de	   temozolomida	   puede	   conllevar	   riesgo	   de	  segundos	  tumores	  a	  largo	  plazo130.	  	  	  	   Existen	   otros	   fármacos	   que	   se	   han	   estudiado	   como	   alternativas	   a	   la	  combinación	  estándar	  de	  los	  regímenes	  basados	  en	  el	  carboplatino.	  La	  vinblastina	  semanal	  a	  una	  dosis	  de	  6	  mg/m2	  fue	  estudiada	  por	  el	  grupo	  de	  Toronto	  en	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  que	  habían	  presentado	  progresión	  tras	  una	  o	  más	  líneas	  de	  tratamiento	  quimioterápico	  o	  tras	  radioterapia25,28.	  Inicialmente,	  la	  vinblastina	  semanal	  se	  utilizó	  en	  un	  estudio	  piloto	  en	  11	  pacientes	  que	  progresaron	  a	  pesar	  del	  tratamiento	   con	   vincristina	   y	   carboplatino,	   y	   que	   no	   fueron	   candidatos	   al	  tratamiento	   con	   radioterapia.	   Este	   estudio	   piloto	   demostró	   una	   reducción	  significativa	   del	   volumen	   tumoral	   en	   6	   pacientes	   con	   mínima	   toxicidad	  hematológica28.	  Este	  estudio	  se	  continuó	  con	  un	  ensayo	  multicéntrico	  fase	  2	  en	  el	  que	   se	   incluyeron	   51	   pacientes.	   Los	   pacientes	   eran	   candidatos	   a	   entrar	   en	   el	  estudio	  si	  habían	  progresado	  a	  una	  o	  más	  líneas	  de	  tratamiento	  previas	  (incluida	  la	  radioterapia).	   La	   vinblastina	   se	   administró	   a	   una	   dosis	   de	   6	   mg/m2	   semanal	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durante	  54	  semanas.	  	  El	  75%	  de	  los	  pacientes	  completaron	  el	  año	  del	  tratamiento.	  Se	   demostró	   una	   tasa	   de	   respuesta	   del	   33%,	   pero	   lo	   que	   es	  más	   importante,	   el	  tratamiento	   fue	  muy	  bien	   tolerado	  y	   la	   supervivencia	   libre	  de	  progresión	   fue	  del	  42,3±7,2%,	   en	   la	   línea	   de	   otras	   quimioterapias	   convencionales25.	   En	   otra	  publicación	  posterior	  también	  del	  grupo	  de	  Toronto,	  se	  describió	  la	  utilización	  de	  vinblastina	   semanal	   en	   9	   pacientes	   que	   habían	   suspendido	   el	   tratamiento	   con	  vincristina	   y	   carboplatino	   debido	   a	   la	   reacción	   alérgica	   derivada	   del	   uso	   de	  carboplatino.	  Todos	  los	  pacientes	  completaron	  el	  tratamiento	  con	  vinblastina	  y	  se	  observó	   respuesta	   (definida	   como	   no	   progresión)	   en	   7	   de	   los	   9	   pacientes131.	   La	  toxicidad	  de	  la	  vinblastina	  fue	  muy	  leve	  y	  ningún	  paciente	  precisó	  de	  trasfusiones	  de	  plaquetas	  o	  concentrado	  de	  hematíes.	  	  	   Los	   resultados	   esperanzadores	   en	   el	   tratamiento	   de	   adultos	   con	   LGG	   con	  temozolomida	  en	  monoterapia	  no	  se	  han	   traducido	  al	  ámbito	  pediátrico132.	  En	  el	  estudio	   fase	   1	   del	   Cancer	   Children	   Group,	   tan	   sólo	   uno	   de	   los	   20	   pacientes	  	  presentó	   una	   respuesta	   parcial133.	   En	   el	   estudio	   fase	   2	   de	   Gururangan	   y	   col.	   se	  incluyeron	  30	  pacientes	   con	  una	  mediana	  de	  edad	  de	  10	  años.	   Se	   les	   administró	  temozolomida	  a	  una	  dosis	  de	  200	  mg/m2/día	  x	  5	  días	  cada	  28	  días.	  Recibieron	  una	  mediana	  de	  9	   ciclos.	  Los	  mejores	   resultados	   se	  obtuvieron	  en	  aquellos	  pacientes	  con	  astrocitomas	  pilocíticos	  y	  gliomas	  de	  vías	  ópticas	  en	  los	  que	  la	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  fue	  del	  49%	  a	  los	  2	  años	  (seguimiento	  corto)134.	  En	  otra	  serie	  pequeña	  de	  13	  pacientes	  (9	  con	  astrocitomas	  pilocíticos)	  la	  supervivencia	  libre	  de	  eventos	  a	  los	  3	  años	  fue	  del	  57%135.	  Con	  estos	  resultados,	  el	  riesgo	  de	  desarrollar	  segundos	  tumores	  (sobre	  todo	  en	  pacientes	  con	  neurofibromatosis)	  y	  la	  toxicidad	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hematológica	  de	  la	  temozolomida,	  hacen	  que	  este	  régimen	  sea	  poco	  utilizado	  entre	  los	  neuro-­‐oncólogos	  pediátricos	  para	  el	  tratamiento	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado.	  	  	   El	   “North	   American	   Pediatric	   Brain	   Tumor	   Consortium”	   (PBTC)	   que	  desarrolla	  ensayos	  clínicos	   fase	  1	  y	   fase	  2	  en	   tumores	  cerebrales	  pediátricos	  con	  nuevos	   tratamientos	  ha	  desarrollado	  distintos	  estudios	  en	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos.	   El	   estudio	   PBTC-­‐018,	   un	   fase	   1	   del	   CC-­‐5013	   (lenalidomida)	   en	  pacientes	   pediátricos	   con	   tumores	   del	   SNC	   refractarios	   a	   tratamientos	  convencionales,	   sugirió	   algo	   de	   actividad	   en	   LGG	   pediátricos	   y	   sobre	   todo	   una	  enfermedad	  libre	  de	  progresión	  a	  los	  12	  meses	  del	  67±13%136.	  Este	  ensayo	  fue	  el	  preludio	   del	   ensayo	   clínico	   del	   COG	   fase	   2	   actual,	   que	   está	   activo,	   en	   el	   que	   se	  estudia	  la	  actividad	  de	  la	  lenalidomida	  en	  gliomas	  del	  nervio	  óptico	  y	  astrocitomas	  pilocíticos	   pediátricos	   en	   dos	   niveles	   de	   dosis	   diferentes	   (clinicaltrials.gov:	  NCT01553149).	  	  	  	   El	  estudio	  PBTC-­‐022	  evaluó	  la	  combinación	  de	  bevacizumab	  e	  irinotecan	  en	  distintos	   tumores	   cerebrales	   pediátricos29.	   En	   el	   estrato	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	  grado,	  se	  analizaron	  la	  tasa	  de	  respuesta,	  la	  estabilización	  de	  la	  enfermedad	  (más	  de	  6	  meses	  con	  enfermedad	  estable)	  y	  la	  enfermedad	  libre	  de	  progresión137.	  De	  los	  35	  pacientes	  evaluables,	  la	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  a	  los	  6	  meses	  y	  a	  los	  2	  años	   fue	   del	   85,4%	   y	   47,8%	   respectivamente.	   Sólo	   hubo	   dos	   pacientes	   con	  respuestas	  parciales	  mantenidas,	  sin	  embargo,	  el	  80%	  de	  los	  pacientes	  que	  habían	  sido	   refractarios	  a	   tratamientos	   convencionales	  previos	  presentaron	  enfermedad	  estable.	   La	   toxicidad	   de	   la	   combinación	   fue	   considerada	   tolerable	   y	   muchos	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especialistas	  han	  añadido	  esta	  combinación	  al	  tratamiento	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	   pediátricos30.	   	   Además,	   ha	   habido	   alguna	   experiencia	  más	   con	   un	   número	  limitado	  de	   pacientes	   en	   los	   que	   se	   sugiere	   que	   el	   bevacizumab	   en	  monoterapia	  podría	   ralentizar	   o	  mejorar	   la	   pérdida	   de	   la	   visión	   en	   pacientes	   pediátricos	   con	  gliomas	  de	  vías	  ópticas	  en	  progresión	  con	  deterioro	  visual30,138.	  El	  verdadero	  papel	  del	  bevacizumab	  en	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  lo	  conoceremos	  cuando	  conozcamos	  los	  resultados	  del	  ensayo	  clínico	  multicéntrico	  que	  está	  desarrollando	  el	  grupo	  de	  Toronto	  en	  el	  que	  se	  está	   randomizando	  vinblastina	  en	  monoterapia	  frente	   a	   vinblastina	   +	   bevacizumab	   en	   combinación	   en	   gliomas	   de	   bajo	   grado	  pediátricos	  de	  nuevo	  diagnóstico.	  	  	   Todos	   los	   estudios	   completados	   en	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   en	   pacientes	  pediátricos	  nos	  han	  dado	  una	  información	  de	  gran	  valor	  y	  han	  demostrado	  que	  hay	  un	  claro	  papel	  de	  la	  quimioterapia,	  y	  en	  casos	  muy	  específicos	  de	  la	  radioterapia	  en	  pacientes	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   al	   diagnóstico	   o	   en	   la	   progresión	   tras	   el	  tratamiento	   inicial.	   Sin	   embargo,	   estos	   estudios	  no	  han	  demostrado	  que	  haya	  un	  régimen	   de	   quimioterapia	   claramente	  mejor	   que	   el	   resto	   y	   todos	   los	   regímenes	  tienen	   una	   eficacia	   similar	   con	   más	   o	   menos	   toxicidad	   de	   las	   quimioterapias	  utilizadas.	   El	   tratamiento	   con	   quimioterapia	   todavía	   está	   lejos	   de	   ser	   un	  tratamiento	   eficaz	   y	   lo	   que	   permite	   es	   estabilizar	   la	   enfermedad	   en	  aproximadamente	  la	  mitad	  de	  los	  pacientes,	  mientras	  el	  tumor	  entra	  en	  un	  estado	  de	  senescencia.	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   Se	   sabe	   que	   con	   la	   administración	   de	   quimioterapia,	   independientemente	  del	   régimen	   utilizado,	   aproximadamente	   el	   50%	   de	   los	   pacientes	   requerirá	   una	  segunda	   línea	   de	   quimioterapia.	   El	   grupo	   de	   Toronto	   realizó	   un	   estudio	  prospectivo	   en	   38	   pacientes	   que	   precisaron	   una	   segunda	   línea	   de	   quimioterapia	  después	   de	   progresión	   tras	   la	   primera	   línea	   de	   quimioterapia139.	   El	   92%	   de	   los	  pacientes	   completaron	   la	   segunda	   línea	   de	   tratamiento	   y	   la	   toxicidad	   fue	  comparable	   a	   la	   primera	   línea.	   La	   supervivencia	   libre	   de	   progresión	   y	   la	  supervivencia	  global	  a	  los	  5	  años	  fueron	  de	  86±6%	  y	  37±8%	  respectivamente,	  sin	  diferencias	  significativas	  cuando	  se	  compararon	  con	  la	  SLP	  y	  SG	  de	  la	  primera	  línea	  de	   tratamiento.	   Con	   este	   estudio	   y	   otros	   posteriores	   podemos	   concluir	   que	   la	  administración	  de	  varias	  líneas	  de	  quimioterapia	  en	  pacientes	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  no	  aumenta	  la	  morbi-­‐mortalidad	  y	  puede	  ser	  factible	  para	  retrasar	  o	  evitar	  el	  uso	  de	  la	  radioterapia	  por	  sus	  conocidas	  secuelas	  a	  medio	  y	  largo	  plazo.	  
	  
1.11.-­‐	   Transición	   de	   los	   protocolos	   con	   quimioterapia	   convencional	   a	   tratamientos	  
molecularmente	  dirigidos	  en	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  
	  	   Los	   gliomas	  de	   bajo	   grado	  pediátricos	   reúnen	  unas	   características	   ideales	  para	  administrar	  tratamientos	  molecularmente	  dirigidos.	  Hay	  que	  recordar	  en	  este	  punto,	  que	  todavía	  la	  medicina	  personalizada	  tiene	  que	  demostrar	  como	  cambia	  el	  pronóstico	   de	   estos	   pacientes.	   Contamos	   con	   medicamentos	   específicos	   para	  muchas	   de	   las	   vías	   moleculares	   implicadas,	   sin	   embargo,	   no	   existen	   todavía	  suficientes	   estudios	   con	   seguimiento	   suficiente	   para	   cada	   una	   de	   las	   dianas	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moleculares	  y	  no	  hay	  todavía	  ensayos	  clínicos	  que	  estudien	  el	  importante	  apartado	  de	  las	  resistencias	  a	  estos	  fármacos.	  	  	   El	  próximo	  protocolo	  de	   la	  Sociedad	  Internacional	  de	  Oncología	  Pediátrica	  (SIOP)	  para	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátrico,	  quiere	  ser	  diseñado	  como	  un	  ensayo	  clínico	  fase	  III,	  en	  el	  cual	  se	  randomicen	  dos	  tipos	  de	  quimioterapia	  convencional	  (vincristina	   +	   carboplatino	   vs.	   vinblastina),	   dos	   duraciones	   del	   tratamiento	   (18	  meses	  vs.	  24	  meses)	  y	  además	  la	  propuesta	  es	  tener	  un	  tercer	  brazo	  de	  tratamiento	  experimental	  con	  un	  inhibidor	  de	  MEK.	  Para	  entrar	  en	  el	  ensayo,	  será	  obligatorio	  la	  obtención	  de	  tejido	  tumoral	  del	  paciente	  y	  que	  se	  realice	  una	  revisión	  central	  de	  la	  histología	  así	  como	  un	  estudio	  molecular	  del	  tumor.	  Este	  próximo	  protocolo	  SIOP	  demuestra	  el	  avance	  vertiginoso	  que	  se	  está	  produciendo	  en	  el	  conocimiento	  de	  la	  biología	   molecular	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátrico	   y	   traduce	   la	   gran	  expectación	  que	  presenta	  ahora	  mismo	  el	  tratamiento	  dirigido	  a	  nivel	  molecular.	  	  	  	   Ya	  existen	  estudios	  que	  están	  investigando	  la	  eficacia	  de	  los	  inhibidores	  de	  las	  vías	  mTOR	  y	  BRAF	  como	  agentes	  únicos	  en	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  que	   progresan	   a	   pesar	   del	   tratamiento	   convencional140.	   Veintitrés	   pacientes	  pediátricos	  con	  gliomas	   	  de	  bajo	  grado	  se	  trataron	  con	  everolimus	  tras	  progresar	  después	   de	   recibir	   tratamiento	   convencional	   con	   un	   régimen	   de	   quimioterapia	  	  que	   incluía	   carboplatino.	   El	   resultado	   fue	   de	   4	   respuestas	   parciales,	   13	  enfermedades	   estables	   y	  6	  progresiones.	   Los	  pacientes	  no	  presentaron	   toxicidad	  significativa141.	  Para	  entrar	  en	  este	  ensayo,	  no	  se	  requirieron	  muestras	  de	  tejido.	  Es	  por	  ello	  que	  actualmente	  se	  está	  llevando	  a	  cabo	  un	  ensayo	  clínico	  para	  determinar	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si	  el	  marcador	  de	  activación	  de	   la	  vía	  PI3K:	  phospho-­‐S6	  es	  un	  buen	  biomarcador	  para	  la	  respuesta	  al	  tratamiento	  (NCT01734512).	  	  	  	   Recientemente	  se	  han	  publicado	  los	  resultados	  del	  ensayo	  clínico	  PBTC-­‐029	  del	   Pediatric	   Brain	   Tumor	   Consortium	   (PBTC)	   norteamericano	   en	   el	   cual	   se	  estudiaba	   la	   seguridad	   y	   eficacia	   del	   selumetinib	   (inhibidor	   de	   MEK	   1/2)	   en	  gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   que	   habían	   sido	   refractarios	   o	   presentaban	  recaída	  tras	  tratamiento	  convencional.	  Los	  resultados	  son	  muy	  prometedores	  con	  una	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  del	  69±9,8%	  a	  los	  dos	  años	  y	  presentando	  el	  50%	  de	  los	  pacientes,	  una	  reducción	  del	  tamaño	  del	  tumor	  en	  la	  secuencia	  FLAIR	  de	  más	  del	  25%.	  La	  toxicidad	  más	  frecuente	  fue	  mucositis	  y	  exantema33.	  	  	   Los	  inhibidores	  de	  primera	  generación	  de	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  como	  el	  dabrafenib	   y	   el	   vemurafenib,	   han	   demostrado	   resultados	   excelentes	   en	   el	  tratamiento	   de	   pacientes	   con	   melanoma	   que	   presentan	   la	   mutación	   BRAF	  V600E142,143.	  Para	  pacientes	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  resistentes	  al	   tratamiento	  convencional	   que	   además	   presentaban	   la	   mutación	   BRAF	   V600E,	   los	   resultados	  preliminares	   con	   dabrafenib	   son	   esperanzadores,	   asociándose	   en	   el	   estudio	  multicéntrico	   fase	   I	   (pendiente	   de	   publicación	   definitiva),	   con	   8	   respuestas	  parciales	  y	  6	  enfermedades	  estables	  de	  15	  pacientes	  del	  estudio144.	  Los	  inhibidores	  de	  BRAF	  de	  la	  generación	  anterior,	  como	  el	  sorafenib,	  no	  tienen	  eficacia	  e	  incluso	  pueden	   acelerar	   el	   crecimiento	   de	   los	   tumores	   en	   presencia	   de	   la	   fusión	  BRAF:KIAA1549	  o	  en	  ausencia	  de	  NF-­‐1,	  como	  se	  evidenció	  con	  el	  cierre	  temprano	  del	  ensayo	  clínico	  del	  sorafenib	  en	  gliomas	  pediátricos	  de	  bajo	  grado145.	  Estudios	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preclínicos	   sugirieron	   que	   el	   crecimiento	   tumoral	   acelerado	   en	   estos	   casos	   era	  secundario	  a	  la	  activación	  paradójica	  de	  los	  dímeros	  de	  RAF	  por	  el	  sorafenib146.	  	  	   La	  inmunoterapia	  en	  los	  tumores	  cerebrales	  se	  está	  desarrollando	  también	  de	   forma	   vertiginosa.	   La	   inmunoterapia	   utiliza	   el	   propio	   sistema	   inmune	   del	  paciente	   contra	   las	   células	   tumorales.	   Actualmente	   existen	   tres	   tipos	   de	  inmunoterapia	  contra	  el	  cáncer:	  las	  vacunas,	  las	  terapias	  celulares	  adoptadas	  	  y	  la	  modulación	  de	  los	  puntos	  de	  control	  inmunes.	  Las	  vacunas	  se	  han	  ensayado	  sobre	  todo	  en	  los	  gliomas	  difusos	  de	  tronco	  (DIPG)	  pero	  todavía	  no	  tenemos	  resultados	  concluyentes.	   Las	   terapias	   celulares	   consisten	   en	   la	   sensibilización	   en	   el	  laboratorio	  de	   linfocitos	  T	  del	  paciente	   frente	  a	  proteínas	   tumorales	  diana.	  Estos	  linfocitos	  se	  infunden	  posteriormente	  en	  el	  paciente	  con	  el	  objetivo	  de	  desarrollar	  una	   respuesta	   activa	   del	   sistema	   inmune	   frente	   al	   tumor.	   Uno	   de	   los	   tipos	   de	  terapia	  celular,	  los	  CAR	  (chimeric	  antigen	  receptor)	  están	  dando	  buenos	  resultados	  en	  el	  tratamiento	  de	  las	  leucemias	  y	  ya	  se	  han	  publicado	  experiencias	  con	  CARs	  en	  pacientes	   con	   glioblastoma	   multiforme147-­‐149.	   El	   tercer	   tipo	   de	   inmunoterapia	  incluye	   las	   moléculas	   que	   son	   diseñadas	   para	   estimular	   la	   actividad	   global	   del	  sistema	   inmune	   frente	   al	   tumor	   y	   se	   llaman	  moléculas	   de	   los	   puntos	   de	   control	  inmunes.	  La	  mayoría	  de	   los	   tumores	  activan	  estos	   “checkpoint”	  protectores	  para	  frenar	   al	   sistema	   inmune	   y	   que	   no	   reconozca	   al	   tumor	   como	   extraño.	  Afortunadamente	   se	   ha	   descubierto	   la	   posibilidad	   de	   inactivar	   dos	   importantes	  “checkpoints”	   para	   tratar	   distintos	   tipos	   de	   cáncer,	   el	   CTLA-­‐4	   (cytotoxic	  lymphocyte	   antigen	   4)	   y	   el	   PD-­‐1	   (programmed	   death	   1).	   Estos	   fármacos	   que	  inhiben	   CTLA-­‐4	   y	   PD-­‐1	   ya	   han	   sido	   probados	   en	   tumores	   de	   adultos	   como	   el	  
Introducción	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	   60	  
melanoma,	   el	   cáncer	   de	   pulmón	   y	   el	   cáncer	   renal	   con	   buenos	   resultados	   y	  actualmente	  se	  están	  probando	  en	  otros	  tipos	  de	  tumores	  como	  los	  cerebrales.	  Sin	  embargo,	   al	   ser	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   relativamente	   estables,	   teniendo	   una	  tasa	  muy	  baja	  de	  mutaciones	  y	  teniendo	  múltiples	  opciones	  terapéuticas,	  tanto	  de	  distintos	   agentes	   quimioterápicos	   como	   de	   la	   radioterapia,	   la	   inmunoterapia	   en	  este	   grupo	   de	   tumores	   no	   está	   experimentando	   un	   desarrollo	   similar	   	   a	   otros	  tumores	  cerebrales	  como	  los	  gliomas	  de	  alto	  grado	  o	  los	  tumores	  embrionarios150.	  A	  pesar	  de	  esto,	  el	   lento	  crecimiento	  que	  caracteriza	  a	   los	  gliomas	  de	  bajo	  grado,	  los	  hacen	  especialmente	  vulnerables	  a	  la	  inmunoterapia	  y	  algunos	  estudios	  ya	  han	  demostrado	   respuestas	   inmunes	   significativas	   frente	   a	   gliomas	   de	   bajo	   grado,	  como	  por	  ejemplo,	  un	  aumento	  significativo	  de	  linfocitos	  T	  CD8+	  (NCT02358187).	  El	   desarrollo	   de	   la	   inmunoterapia	   en	   otros	   tumores	   y	   el	   conocimiento	   cada	   vez	  mayor	  de	  esta	  estrategia	   terapéutica,	  hace	  que	  en	   los	  próximos	  años	  veamos	  con	  total	   seguridad	  un	   importante	   avance	  de	   esta	  disciplina	   en	   el	   tratamiento	  de	   los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  tanto	  en	  los	  adultos	  como	  en	  la	  edad	  pediátrica.	  	  	  	   Tal	   como	   se	   están	   desarrollando	   los	   acontecimientos	   en	   el	   campo	   del	  tratamiento	  molecular	  específico,	  si	  los	  resultados	  en	  cuanto	  a	  eficacia	  y	  seguridad	  de	  los	  ensayos	  clínicos	  que	  se	  están	  desarrollando	  en	  este	  momento	  se	  confirman,	  debemos	   esperar	   que	   en	   los	   próximos	   años	   el	   tratamiento	   dirigido	   se	   deberá	  considerar	   en	   pacientes	   pediátricos	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   de	   nuevo	  diagnóstico	  que	  precisen	  tratamiento	  adyuvante	  debido	  a	  progresión	  radiológica	  o	  a	   síntomas	   visuales	   o	   neurológicos	   significativos.	   Estos	   pacientes	   deberán	   ser	  tratados	  exclusivamente	  en	  el	  contexto	  de	  ensayos	  clínicos	  autorizados.	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2.-­‐	  JUSTIFICACIÓN	  
	  	   Los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   son	   los	   tumores	   del	   SNC	  más	   frecuentes	   en	   la	  edad	  pediátrica.	  La	  resección	  quirúrgica	  completa	  es	  casi	  siempre	  suficiente	  para	  conseguir	   una	   supervivencia	   prolongada.	   Sin	   embargo,	   muchos	   pacientes	  pediátricos	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   irresecables	   precisan	   de	   tratamientos	  adyuvantes	  para	  el	  control	  del	  tumor	  a	  largo	  plazo.	  Actualmente,	  la	  mayoría	  de	  los	  pacientes	   reciben	   quimioterapia	   como	   tratamiento	   de	   elección	   inicial	   con	   el	  objetivo	   de	   evitar	   o	   retrasar	   los	   efectos	   secundarios	   del	   tratamiento	   con	  radioterapia.	  Sin	  embargo,	  también	  las	  quimioterapias	  utilizadas	  pueden	  presentar	  efectos	   secundarios	   a	   corto	   y	   largo	   plazo.	   Es	   por	   ello	   que	   es	   necesario	   evaluar	  nuevas	  quimioterapias	  (como	  la	  vinblastina)	  en	  el	  tratamiento	  de	  primera	  línea	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  en	  la	  edad	  pediátrica.	  	  	   Históricamente,	   algunos	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   irresecables	   no	   son	  biopsiados	   y	   se	   inicia	   tratamiento	   convencional	   tras	   un	   diagnóstico	   radiológico.	  Los	  conocimientos	  sobre	  la	  biología	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  han	  avanzado	   de	   forma	   significativa	   en	   los	   últimos	   años	   confirmándose	   que	   estos	  tumores	  presentan	  una	  tasa	  muy	  baja	  de	  alteraciones	  moleculares	  y	  muchas	  veces	  una	  única	  alteración	  en	  la	  vía	  de	  señalización	  MAPK.	  Como	  en	  el	  melanoma	  y	  otros	  tumores	  en	  los	  adultos,	  se	  ha	  observado	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  en	   algunos	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   en	   la	   edad	   pediátrica.	   Dada	   la	   existencia	  actualmente	  de	  fármacos	  dirigidos	  específicos	  sobre	  esta	  mutación	  que	  podrían	  ser	  útiles	  en	  el	  tratamiento	  de	  estos	  pacientes,	  se	  hace	  necesario	  evaluar	  la	  presencia	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3.-­‐	  OBJETIVOS	  	  	  
3.1.-­‐	  OBJETIVOS	  PRINCIPALES	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3.2.-­‐	  OBJETIVOS	  SECUNDARIOS	  	  	  1.-­‐	   Analizar	   la	   supervivencia	   libre	   de	   progresión	   de	   la	   vinblastina	   semanal	   en	  pacientes	  pediátricos	  con	  neurofibromatosis	   tipo	  1	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  en	  progresión	   o	   irresecables	   de	   nuevo	   diagnóstico	   que	   no	   hayan	   recibido	  previamente	  quimioterapia	  o	  radioterapia.	  	  	  2.-­‐	  Evaluar	  la	  calidad	  de	  vida	  durante	  el	  tratamiento	  con	  vinblastina	  semanal	  de	  los	  pacientes	  pediátricos	   con	   gliomas	  de	  bajo	   grado	   en	  progresión	  o	   irresecables	  de	  nuevo	   diagnóstico	   que	   no	   hayan	   recibido	   previamente	   quimioterapia	   o	  radioterapia.	  	  	  3.-­‐	   Analizar	   el	   efecto	   de	   la	   vinblastina	   semanal	   sobre	   la	   visión	   en	   aquellos	  pacientes	  pediátricos	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  de	  las	  vías	  ópticas	  en	  progresión	  o	  irresecables	   de	   nuevo	   diagnóstico	   que	   no	   hayan	   recibido	   previamente	  quimioterapia	  o	  radioterapia.	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4.1.-­‐	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  1	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RESUMEN	  
	  OBJETIVO	  	   El	  tratamiento	  con	  vinblastina	  en	  monoterapia	  ha	  demostrado	  efectividad	  y	  un	  perfil	  bajo	  de	  toxicidad	  en	  pacientes	  pediátricos	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado.	  El	  objetivo	   de	   este	   estudio	   fue	   de	   analizar	   la	   actividad	   de	   la	   vinblastina	   como	  tratamiento	  de	  primera	  línea.	  	  PACIENTES	  Y	  MÉTODOS	  	   Pacientes	  menores	  de	  18	  años	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	   irresecables	  y/o	  en	   progresión	   fueron	   elegibles	   para	   el	   estudio.	   La	   vinblastina	   se	   administró	   de	  forma	   intravenosa	   a	   una	   dosis	   de	   6	   mg/m2	   semanal	   durante	   un	   periodo	   de	   60	  semanas.	   Las	   variables	   analizadas	   y	   relacionadas	   con	   el	   pronóstico	   fueron	   la	  visión,	  la	  calidad	  de	  vida,	  presencia	  de	  neurofibromatosis	  tipo	  1	  y	  la	  presencia	  de	  mutación	  BRAF	  V600E	  y	  fusión	  BRAF.	  	  RESULTADOS	  	   Se	  incluyeron	  54	  pacientes	  con	  una	  mediana	  de	  edad	  de	  8	  años	  (rango,	  0,7	  a	  17,2	   años).	   La	   localización	   en	   la	   mayoría	   de	   los	   pacientes	   fue	   en	   la	   zona	  quiasmática/hipotalámica	  (55,5%),	  y	  13	  pacientes	  presentaban	  neurofibromatosis	  tipo	  1	  (24,1%).	  La	  histología	  más	   frecuente	   fue	  el	  astrocitoma	  pilocítico	  (46,3%).	  Diecisiete	  pacientes	  fueron	  diagnosticados	  exclusivamente	  por	  técnicas	  de	  imagen.	  La	  mejor	  respuesta	  a	   la	  quimioterapia	  se	  reviso	  de	  manera	  centralizada,	  con	  una	  tasa	   de	   respuesta	   (respuesta	   completa	   +	   parcial	   +	   menor)	   del	   25,9%.	   La	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A B S T R A C T
Purpose
Vinblastine monotherapy has shown promising activity and a low-toxicity proﬁle in patients with
pediatric low-grade glioma (PLGG) who experienced treatment failure after initial treatment with
chemotherapy and/or radiation. The aim of this study was to assess the activity of vinblastine in
therapy-naı¨ve children.
Patients and Methods
Patients , 18 years old with unresectable and/or progressive therapy-naı¨ve PLGG were eligible.
Vinblastine was administered once per week at a dose of 6 mg/m2 intravenously over a period of
70 weeks. Vision, quality of life, neuroﬁbromatosis type 1 (NF1) status, and BRAF mutation/fusion
status were also determined and correlated with outcome.
Results
Fifty-four patients were enrolled onto the study, with a median age of 8 years (range, 0.7 to 17.2
years). Most patients had chiasmatic/hypothalamic tumors (55.5%), and 13 patients (24.1%) had
NF1. The most common histology was pilocytic astrocytoma (46.3%). Seventeen patients were
diagnosed using radiologic criteria alone. Best response to chemotherapy was centrally reviewed
with a response rate (complete, partial, or minor response) of 25.9%. Disease stabilization (com-
plete, partial, or minor response or stable disease) was achieved in 47 patients (87.0%). Visual
improvement was observed in 20% of patients with optic pathway glioma. Five-year overall survival
and progression-free survival (PFS) rateswere 94.4% (95%CI, 88.5% to 100%) and 53.2% (95%CI,
41.3% to 68.5%), respectively, for the entire cohort. Patients with NF1 had a signiﬁcantly better PFS
(85.1%; 95% CI, 68.0% to 100%) when compared with patients without NF1 (42.0%; 95% CI,
29.1% to 60.7%; P = .012). Age, 3 years or . 10 years was not associated with poor outcome.
Treatment was well tolerated, and quality of life was not affected during treatment. In this trial, there
was no correlation between BRAF alterations and outcome.
Conclusion
Vinblastine administered once per week is well tolerated in children with treatment naı¨ve PLGG.
Overall survival and PFS are comparable to current therapies, with a favorable toxicity proﬁle and
a maintained quality of life.
J Clin Oncol 34. © 2016 by American Society of Clinical Oncology
INTRODUCTION
The role of chemotherapy in the management of
pediatric low-grade gliomas (PLGG) has dramat-
ically changed over the past two decades. Initially
considered as a salvage option when surgery or
radiotherapy had failed,1-3 chemotherapy is now
regarded as the ﬁrst-line treatment of young
children with unresectable PLGG who are deemed
not eligible for radiation.4 Currently, most patients
receive chemotherapy as ﬁrst-line treatment in the
setting of unresectable PLGG with radiologic and/
or symptomatic progression.5
Chemotherapeutic regimens for PLGG de-
scribed over the past few decades have compa-
rable efﬁcacy, but their toxicity proﬁles differ.
Common adverse effects include neurotoxicity
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(vincristine), hypersensitivity (carboplatin), hearing loss (cisplatin),
infertility, and other long-term toxicities with alkylating agents
(procarbazine and lomustine) or increased risk of secondary ma-
lignancies with etoposide.6 The ideal chemotherapy regimen should
have a similar progression-free survival (PFS) as earlier regimens,
with little if any short- and long-term toxicity, and be able to be
administered over a long period of time without cumulative toxicity.
Single-agent vinblastine has shown promising activity and a
low-toxicity proﬁle in patients with PLGG who experienced treat-
ment failure after initial treatment with chemotherapy and/or
radiation.7-9 The objective of this study was to explore the efﬁcacy
and toxicity proﬁle of vinblastine used as a ﬁrst-line agent in
chemotherapy- and radiation-na¨ıve children with progressive PLGG.
Quality of life (QoL) was assessed during treatment, and the BRAF
status of the tumors was studied and correlated with outcome.
PATIENTS AND METHODS
Study Protocol
This single-arm, phase II study of vinblastine administered once per
week in chemotherapy- and radiation-naı¨ve children with progressive
PLGG enrolled patients across 12 institutions of the Canadian Pediatric
Brain Tumor Consortium. Patients , 18 years of age with progressive
PLGG after surgical excision or incompletely resected PLGG with a risk of
neurologic impairment were eligible. Patients with neuroﬁbromatosis type
1 (NF1) and optic pathway gliomas (OPGs) were eligible when they had
evidence of clinical and/or radiologic progression on consecutive assess-
ments. The primary objective was to examine the efﬁcacy of vinblastine in
chemotherapy-naı¨ve children and adolescents with progressive or in-
completely resected PLGG. The primary outcome was response rate, which
was deﬁned using three-dimensional response criteria (Data Supplement).
Secondary end points were PFS at 1, 2, and 5 years; QoL during treatment;
and correlation of biologic features with tumor behavior. The study was
approved by the institutional review board of each participating in-
stitution, and all parents or guardians gave written informed consent. All
WHOPLGGmorphologic variants were eligible. In addition, childrenwith
NF1 and OPG or with large hypothalamic tumors for which a diagnostic
biopsy was not considered necessary were eligible without pathologic
conﬁrmation. Patients with disseminated PLGG were also eligible. When
tumor tissue was available, pathology was centrally reviewed by the study
neuropathologist (C.E.H.).
The treatment protocol has been previously described.7 Radiologic
evaluation was primarily based on T2 ﬂuid-attenuated inversion recovery
changes. Further details and evaluation of response are described in the
Data Supplement.
Biologic Studies
The BRAF V600E somatic point mutation and the BRAF-KIAA1549
fusion were evaluated for all evaluable tumors. BRAF mutational analysis
was conducted using digital droplet polymerase chain reaction (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) or immunohistochemistry if the amount of
tissue was insufﬁcient. BRAF fusion was analyzed by NanoString tech-
nology (NanoString Technologies, Seattle, WA) or ﬂuorescent in situ
hybridization (FISH) if only slides were available. Further information is
available in the Data Supplement.
QoL
The 24-item PedsQL Brain Tumor Module (Mapi Research Trust,
Lyon, France) has been validated for children age 2 to 18 years10 and
encompasses the following six scales: cognitive problems (seven items),
pain and hurt (three items), movement and balance (three items),
procedural anxiety (three items), nausea (ﬁve items), and worry (three
items). Items are reverse scored and linearly transformed to a 0 to 100 scale.
Higher scores indicate better health-related QoL. For patients . 2 years
of age who consented to this aspect of the study, caregivers or patients
completed the questionnaires during regular clinic visits at diagnosis, week
26, and week 70.
Statistical Analyses
Descriptive statistics were used to summarize patient, disease, and
treatment characteristics, along with outcomes. The Kaplan-Meier method
was used to determine distribution of survival. The log-rank test was used
to explore for differences in PFS between characteristics of interest, whereas
Fisher’s exact test was used for response. For statistical purposes, response
was dichotomized into response (complete, minor, or partial) versus non-
response (all others). All tests were two-sided, and statistical signiﬁcance was
deﬁned as P # .05.
RESULTS
Patient Characteristics
Study accrual spanned November 2007 to August 2010. The
last follow-up analysis was conducted in January 2015. Initially, 55
patients were enrolled onto the study; however, one patient was
deemed ineligible because central pathology review revealed a di-
agnosis of a high-grade glioma. Thus, all results are representative
of 54 eligible patients. Median age at study enrollment was 8 years
(range, 0.7 to 17.2 years). Table 1 lists the demographic and clinical
characteristics of the study patients. The majority of patients
harbored hypothalamic/chiasmatic tumors (55.5%). Thirty-seven
Table 1. Patient Demographic and Clinical Characteristics




Neuroﬁbromatosis type 1 13 (24.1)
Age at diagnosis, years
Mean (SD) 7.5 (4.8)
Median 7.1
Range 0.6-16.14
Age at beginning of vinblastine, years
Mean (SD) 8.5 (5.2)
Median 8.0
Range 0.7-17.2
Age at beginning of vinblastine, years
, 2 5 (9.3)
2-10 26 (48,1)





Other site* 9 (16.7)
Pathology
Pilocytic astrocytoma 25 (46.3)
Low-grade glioma NOS 8 (14.8)
Pilomyxoid astrocytoma 4 (7.4)
No histology 17 (31.5)
Abbreviations: NOS, not otherwise speciﬁed; SD, standard deviation.
*Other sites include cerebellum (n = 3), hemispheric (n = 2), thalamus (n = 2),
and spine (n = 2).
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patients had a histologic diagnosis, and pathology was centrally
reviewed in 35 patients (95%). The most common histology was
pilocytic astrocytoma (n = 25).
Response to Treatment
Central radiology review was conducted on 52 patients, with
94% of the assessments performed in three diameters. Best re-
sponse to treatment showed one complete response (CR), nine
partial responses (PR), four minor responses (MR), 34 patients
with stable disease (SD), and six patients with progressive disease
(PD), for a total response rate (CR+PR+MR) of 25.9% (14 of 54
patients). Two patients not centrally reviewed had SD in their
institutional assessment. Disease stabilization (CR+PR+MR+SD)
was achieved in 47 patients (87.0%). Median time to best response
was 52 weeks for responding patients (25.5 weeks for patients with
NF1 v 52 weeks for patients without NF1; P = .21). Six patients had
PD at week 12. Although progression had to be conﬁrmed on two
consecutive magnetic resonance imaging scans, four patients dis-
continued vinblastine at week 12 or earlier—one patient because of
rapid progression after 3 weeks of vinblastine treatment, and three
patients as a result of the local investigator’s decision. The other two
patients continued vinblastine treatment and achieved a delayed re-
sponse; one achieved CR at week 26, and the other achieved MR at
week 52. In total, seven patients experienced progression during
treatment, and 18 patients experienced progression after completion
of vinblastine. All four patients with dissemination experienced
progression.
At amedian follow-up of 5 years, 31 patients have not required
any further therapy. Two of those patients had radiologic pro-
gression after completion of vinblastine but did not require further
treatment. Three patients (5.5%) died of disease progression at 8,
34, and 34 months, respectively (all patients without NF1; one
patient had disease located in the brainstem, one in the spine, and
one had disseminated disease). Five-year overall survival (OS) was
94.4% (95% CI, 88.5% to 100%), and 5-year PFS was 53.2% (95%
CI, 41.3% to 68.5%; Figs 1A and 1B). If only patients who needed
further treatment after progression are considered, the 5-year PFS
was 60.3% 6 6.8%. Six patients received radiation at a median of
26 months (range, 2 to 62 months) since starting vinblastine, with
an overall 5-year radiation-free survival of 87.0% (95% CI, 78.5%
to 96.5%; Fig 1C). PFS stratiﬁed by sex, age, location of tumor, and
histologywere not signiﬁcant (Appendix Figs A1 andA2, online only).
Vision
Of the 25 patients with OPG, ﬁve patients (20%) had im-
proved visual acuity. In four patients visual acuity remained stable,
but visual ﬁelds improved. In nine patients, vision remained stable.
Four patients had visual deterioration during treatment (two
patients had PD and discontinued vinblastine at weeks 9 and 39,
respectively, and two patients ﬁnished vinblastine therapy and re-
mained stable). Finally, in two patients, visionwas normal throughout
treatment with vinblastine. Information was missing in one patient.
Patients Older Than 10 Years
Twenty-three patients (42.6%) were . 10 years of age at
enrollment. Patient characteristics were as follows: seven patients
were girls, four patients had NF1, and nine patients had OPG. Best
response to chemotherapy included ﬁve PRs, one MR, 15 patients
with SD, and two patients who were not evaluable (one because of
death before assessment and another because the patient came off
study), for a response rate of 26.1%, with no signiﬁcant difference
compared with younger patients. Two patients experienced pro-
gression during vinblastine treatment. Five-year PFS for older
patients was similar to that in the younger group (54.8% [95% CI,
33.6% to 76.0%] v 51.6% [95% CI, 34% to 69.2%], respectively;
P = .63; Appendix Fig A1A). Four patients received radiation. Five-
year radiation-free survival was also similar in both groups (81.8%6
8.2% v 91.9% 6 5.6% for older and younger patients, respectively;
P = .11). Two patients . 10 years of age died of progression.
NF1 and BRAF Status
Thirteen patients (24.1%) had an underlying diagnosis of
NF1. These patients were younger at diagnosis than patients who
did not have NF1 (median age, 3.84 v 7.1 years, respectively).
Tumor location in all patients with NF1 was the optic pathway.
Treatment was well tolerated, although ﬁve patients (38%) needed
dose reductions. The most common toxicity was hematologic, and
eight patients experienced grade $ 3 neutropenia. However, two
episodes of febrile neutropenia occurred; no patient required
transfusions. Best response to chemotherapy included two
PRs, two MRs, and nine patients with SD, for a response rate of
30.8%. Median time to best response for responding patients was
25.5 weeks. At a median follow-up of 5.37 years, two patients with
NF1 had disease progression. Five-year PFS was 85.1% (95% CI,
68.0% to 100%) compared with 42.0% (95% CI, 29.1% to 60.7%)
for patients without NF1 (P = .012; Fig 1D). None of the patients
with NF1 received radiation. No patient died of progression.
Of 37 patients who underwent surgery at diagnosis, one did
not consent for biology studies; there was insufﬁcient tissue after
central review in ﬁve patients. Thirty-one samples were analyzed
for BRAF V600E mutation. Three tumors (thalamic, spinal, and
hypothalamic) had BRAF V600E mutation (9.7%). The patient with
the hypothalamic tumor experienced progression during vinblastine
treatment and was taken off study on week 35. The other two patients
(one SD and one PR) did not show progression on follow-up.
Samples were also tested for BRAF fusion; 12 samples were
tested by NanoString, 17 by FISH, and two by both methods. In
two samples, FISH failed. Thirteen (45%) of 29 samples were
positive for BRAF fusion. Five-year PFS and OS rates were 56.2%
(95% CI, 31.9% to 80.6%) and 100% for BRAF-fused patients and
did not differ when compared with nonfused patients (44.9% [95%
CI, 17.2% to 72.6%] and 87.5% [95% CI, 71.3% to 100%], re-
spectively; P = .947; Appendix Fig 1D).
Toxicity
Overall, treatment was well tolerated. No patient discontinued
therapy as a result of toxicity. The main toxicity was hematologic;
only 13 patients (24.1%) tolerated the planned dose of vinblastine
(6 mg/m2) during the entire study. In 16 patients (29.6%), the dose
was reduced to 5mg/m2, and in 17 patients (31.5%), it was reduced
to 4 mg/m2. Eight patients (14.8%) discontinued vinblastine be-
fore week 70 (seven patients discontinued as a result of disease
progression, and for one patient, parents withdrew consent after
www.jco.org © 2016 by American Society of Clinical Oncology 3
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40 weeks). There were no differences in OS and PFS according to
the dose of vinblastine received.
Forty-eight children (87%) experienced at least one grade$ 1
adverse event. The most frequently reported adverse events were
neutropenia (41 patients; 75.9%), upper respiratory tract infec-
tion (29 patients; 52%), and fever (24 patients; 43%). The most
common grade 3 and 4 AEs probably related to the study drug
included grade 3 and 4 neutropenia in 22 patients (40.7%) and 19
patients (35.2%), respectively; seven episodes of grade 3 febrile
neutropenia in six patients (11.1%); grade 3 documented infection
in ﬁve patients (zoster, varicella, Staphylococcus aureus, inﬂuenza
H1N1, and pneumonia); and grade 3 anemia in two patients. Only
three patients (5.5%) needed RBC transfusion. No patient required
platelet transfusion. No patient had grade $ 2 alopecia. Grade 3
and 4 toxicities related to vinblastine are listed in Table 2. There was
no report of grade 3 or 4 vinblastine-related constipation or motor
or sensory neuropathy. There were no differences in toxicity
according to age (# or . 10 years of age).
QoL
Of the 49 patients eligible for the QoL study, 35 (71%)
completed the QoL questionnaires. There was no identiﬁable
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Fig 1. (A) Overall survival, (B) progression-free survival, and (C) radiation-free survival in 54 patients treated with vinblastine. (D) Progression-free survival in patients with
and without neuroﬁbromatosis type 1 (NF1; P = .012).
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those who did not (Data Supplement). Overall, patients showed
high mean scores on the PedsQL Brain Tumor Module in all areas.
A reduction in the nausea score was observed at 70 weeks com-
pared with baseline; however, this was not statistically signiﬁcant.
There were no other statistically signiﬁcant differences between
baseline, week 26, and end of treatment questionnaire results,
supporting our hypothesis that patients’QoLwould not be affected
during vinblastine therapy (Table 3).
DISCUSSION
In this phase II study, vinblastine monotherapy demonstrated
comparable clinical activity and PFS to previous chemotherapy
studies in PLGG.11,12 Several studies have supported the activity of
vinblastine in PLGG. A pilot study enrolled 11 patients who had
experienced progression after previous chemotherapy and dem-
onstrated tumor shrinkage in six patients, with minor toxicity.13 In
2005, we reported the experience of nine patients with carboplatin
allergy who were switched to vinblastine once per week. All pa-
tients completed treatment, and the overall response rate was
remarkable (seven of nine patients responded, and there was no
progression).8 These studies were followed by a multicenter phase
II trial, which accrued 51 patients. In this experience, patients were
eligible if they experienced treatment failure with one or several
treatments, including radiation. Vinblastine was administered once
per week at a dose of 6 mg/m2. Some patients, particularly heavily
pretreated patients, required dose adjustment because of hema-
tologic toxicity. The response rate was 33%, and 75% of enrolled
patients completed the planned year of chemotherapy. The toxicity
was mild, and in particular, no patient required blood or platelet
transfusion.7 After this experience, vinblastine was considered as
a possible ﬁrst-line option for chemotherapy-naı¨ve patients.
Observation of progression followed by response has been
previously described in the chemotherapeutic management of
PLGG.7,14 In the current study, although progression had to be
conﬁrmed on two consecutive magnetic resonance imaging scans,
four of six patients with progression at week 12 discontinued
treatment at the decision of local investigators. The two other
patients, who continued vinblastine treatment, achieved a delayed
response. Median time to best response in responding patients was
52 weeks. This suggests that prolonged exposure to vinblastine may
be required before activity occurs, and excellent responses can be
observed despite transient initial progression.
The toxicity of vinblastine was minimal, allowing 70 weeks of
administration without signiﬁcant toxicity. However, only 24% of
patients maintained their initial dose of vinblastine. Nearly two
thirds of the patients required dose reduction, mostly as a result of
neutropenia. Outcome was similar independent of the dose re-
ceived. To avoid treatment gaps and optimize the metronomic
antiangiogenic effect, we recommend that future vinblastine trials
use a dose of 5 mg/m2 once per week.
The response rate (CR+PR+MR) observed with vinblastine
administered once per week, using stringent response criteria
(based on T2 ﬂuid-attenuated inversion recovery changes), seems
slightly lower than response rates reported in previous studies
using combination chemotherapy (Data Supplement). However,
the disease stabilization rate (CR+PR+MR+SD) with vinblastine
was 87%, and no correlation between response and long-term
tumor control was noted. Knowing that children with PLGG
may require several lines of chemotherapy and that similar out-
comes have been observed between ﬁrst-line, second-line, and even
successive chemotherapy regimens,15 the use of vinblastine as
ﬁrst-line chemotherapy seems justiﬁed as a result of its low toxicity
proﬁle. In those terms, the PFS of vinblastine is comparable to that
of other regimens used as ﬁrst-line chemotherapy in PLGG (Data
Supplement).
Results of visual outcome are rarely documented in PLGG
trials. In this study, only four of the evaluable patients with OPG
experienced visual deterioration. These results compare favorably
with the published literature.16




Score at 26 Weeks
(mean 6 SD)
Score at 70 Weeks
(mean 6 SD)
Mean Difference in Score From
Baseline to Week 26 (95% CI)
Mean Difference in Score From
Baseline to Week 70 (95% CI)
Cognitive 66.11 6 26.35 65.54 6 19.49 67.21 6 29.41 5.12 (27.85,18.10) 26.18 (217.89 to 5.53)
Pain 71.67 6 24.65 67.03 6 21.88 67.32 6 16.17 1.04 (211.29 to 13.37) 21.96 (-16.67 to 12.84)
Movement/balance 78.67 6 23.10 68.84 6 25.89 72.22 6 26.30 7.29 (25.25 to 19.84) 5.39 (25.73 to 16.52)
Anxiety 58.3 6 38.49 56.88 6 32.33 57.14 6 34.16 24.68 (226.5 to 17.13) 25.15 (221.84 to 11.54)
Nausea 84.2 6 27.90 76.09 6 22.81 57.14 6 34.16 8.75 (23.54 to 21.04) 10.29 (-4.09 to 24.68)
Worry 76.83 6 24.38 74.09 6 29.41 74.01 6 28.01 2.08 (27.46 to 11.91) 1.25 (28.78 to 11.43)
NOTE. Values range from 0 to 100. Higher score indicates better-related QoL.
Abbreviations: QoL, quality of life; SD, standard deviation.
Table 2. Cumulative Incidence of Toxicity
Toxicity
Grade 3 Grade 4 Total
No. % No. % No. %
Decreased absolute
neutrophil count
22 40.7 19 35.2 41 75.9
Fever and neutropenia 6 11.1 — — 6 11.1
Infection 5 9.3 — — 5 9.3
Hemoglobin decrease 2 3.7 — — 2 3.7
Hypernatremia — — 2 3.7 2 3.7
Hypokalemia 2 3.7 — — 2 3.7
Increased LFTs 1 1.9 1 1.9 2 3.7
Nausea 1 1.9 — — 1 1.9
Vomiting 1 1.9 — — 1 1.9
Headache 1 1.9 — — 1 1.9
Fever 1 1.9 — — 1 1.9
Tinnitus 1 1.9 — — 1 1.9
Abbreviation: LFTs, liver function tests.
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In several chemotherapy studies, patients with NF1 seem to do
better than patients without NF1 (Data Supplement). To date, ﬁrst-
line chemotherapy in most children with NF1 is the vincristine
plus carboplatin combination. We previously showed that in the
recurrent setting, 5-year event-free survival was higher for patients
with NF1 treated with vinblastine than for patients without NF1.7
In the current study, patients with NF1 still show signiﬁcantly
better PFS compared with the population without NF1. Although
not signiﬁcant, for responding patients, the time to best response in
the NF1 population seems to be shorter.
In many institutions, the recommended treatment of older
children with unresectable PLGG is still focal radiation, despite
a risk of signiﬁcant long-term toxicity. Early studies of chemo-
therapy were limited to young children, with various age cutoffs
between cooperative groups. The largest study reported to date in
PLGG was a prospective randomized clinical trial comparing
vincristine plus carboplatin versus thioguanine, procarbazine,
lomustine, and vincristine in children , 10 years of age.11 The
recently closed International Society of Pediatric Oncology Low
Grade Glioma protocol (SIOP-LGG-20043) recommended focal
radiation for patients . 8 years of age. However, recent reports
suggest teenagers can achieve sustained tumor control with che-
motherapy.17-19 In addition, information from biologic studies
suggests older children may have PLGG associated with less ag-
gressive behavior.20,21 In our study, 43% of patients were.10 years
of age. Response rate, OS, PFS, and radiation-free survival were
similar in older and younger patients. There were no signiﬁcant
differences in terms of toxicity. This trial suggests that all children
and adolescents with unresectable PLGG can be treated with
chemotherapy to avoid or postpone the use of radiotherapy.
To our knowledge, this is the ﬁrst prospective clinical trial in
PLGG with biology correlatives. The most frequent genetic al-
terations identiﬁed in PLGGs to date involve BRAF.22 Many PLGGs
harbor a BRAF-KIAA1549 fusion,23 whereas the incidence of BRAF
V600E mutation is less common.24-26 With the limitations of
a small sample size, we did not observe any prognostic implications
of BRAF status. Because a proportion of patients are still not
biopsied (31% in our study), the role of BRAF alterations needs to
be further studied in larger clinical trials.
To our knowledge, this study is the ﬁrst prospective PLGG trial
to evaluate QoL during treatment. Although the compliance rate in
this experience was limited, with only 71% of patients partici-
pating, we were able to show that QoL was not negatively affected;
this is important for a protocol extending beyond 1 year. We
acknowledge the limitations of this QoL study and, in particular,
the difﬁculties of evaluating QoL in children , 2 years of age as
a result of the lack of validated tools. However, this information is
important for future comparisons between treatment regimens.
Knowing that most chemotherapy regimens used in PLGG achieve
similar responses, QoL evaluation seems crucial when choosing
between these therapies.
This is one of the largest studies of single-agent ﬁrst-line
chemotherapy in PLGG. Our results show that vinblastine is an
excellent therapeutic option. All patients, including those affected
by NF1, beneﬁt from a less toxic treatment with similar efﬁcacy, in
terms of OS, PFS, and visual outcomes, as other regimens used as
ﬁrst-line treatment. Vinblastine is easy to administer and in-
expensive, has minimal short-term and long-term toxicity, and
demonstrates a relatively maintained QoL. Hence, implementation
of vinblastine chemotherapy as ﬁrst-line treatment holds promise
for all children and especially for those in middle- or low-income
countries where ﬁnancial restraints and treatment-related toxicities
are major challenges.
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13 12 11 8 6 3 0BRAF fused
No. at risk
Fig A1. Progression-free survival stratiﬁed by (A) age (, and . 10 years); (B) sex; (C) tumor location; and (D) BRAF fusion status (fused v nonfused). WT, wild type.
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Fig A2. (A) Progression-free survival and (B) overall survival stratiﬁed by pathology. PA, pilocytic astrocytoma.
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FISH and immunohistochemistry 
 Detection of the BRAF fusion by FISH was performed as previously 
reported20. Detection of BRAFV600E by immunohistochemistry was done on 
our Benchmark Ventana Machine using the Optiview detection kit. CC1 was 
used for heat retrieval for 40 minutes. Thirty-six minutes incubation with the Ms 
Anti BRAFV600E monoclonal antibody from Spring Bioscience. Casein was 
used for 8 minutes to help lessen some background staining and hematoxylin 
counterstain for 12 minutes. 
 
Digital Droplet PCR-Rare Event Detection 
 For the present work, we used digital droplet PCR (BioRad Laboratories) 
to detect the somatic point mutation c.1799 C>T in the BRAF gene (p.V600E). 
DNA was first isolated from paraffin-embedded tumor tissue (FFPE) using the 
MasterPureTM Complete DNA & RNA Purification Kit (Epicentre; MC85200) 
according to manufacturer´s instructions. The rare event detection assay for 
BRAF V600E was conducted according to manufacturers´ instructions. In brief, 
each 20-ul reaction mixture contained 50ng DNA, 12.5ul ddPCR Supermix for 
Probes (no dUTP) (Bio-Rad Laboratories), 1.25ul PrimePCR™ ddPCR Mutation 
Assay BRAF WT for p.V600E, Human (Unique Assay ID: dHsaCP2000028), 
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1.25ul PrimePCR™ ddPCR  Mutation Assay BRAF p.V600E, Human (Unique 
Assay ID: dHsaCP2000027), and 1ul Fast Digest BsuRI (#FD0154, Thermo 
Scientific).  The PCR reaction mixtures were partitioned into an emulsion of 
approximately 20,000 uniformly sized droplets. The droplets were then 
transferred to a 96-well PCR plate, heat sealed, and placed in a conventional 
thermal cycler (BioRad C1000 Touch™ Thermal Cycler). Thermal cycling 
conditions were 95°C for 10 min, 39 cycles of 94°C for 30s and 55°C for 60s, 
98°C for 10min, and a 4°C hold. After the PCR, the PCR plate was loaded on a 
QX100 droplet reader (Bio-Rad QX100 System). Analysis of the ddPCR data 
was performed with Quanta-Soft software (version 1.6.6; Bio-Rad). Each tumor 
sample was run in technical duplicates. 
 
Nanostring 
 Total RNA was extracted from FFPE tissue using the RNeasy FFPE 
extraction kit (Qiagen). RNA quantity and quality were assessed by Nanodrop 
200 and QuBit 3.0 (RNA BR Assay, Life technologies). A probe set targeting the 
33 most commonly reported fusions in pediatric glioma (Supplemental Table 5) 
was designed in collaboration with NanoString (WA, USA). Five hundred 
nanograms of total RNA was added to the nCounter Elements TagSet in 
hybridization buffer and incubated at 67°C for 20 hours. The sample was then 
processed on the nCounter Preparation Station and the cartridge was scanned 
at 555 fields of view on the nCounter Digital Analyzer. The raw counts were 
subjected to a technical normalization and fusion transcripts were considered 
detected if the count was above the average of overall fusion counts plus 3 
standard deviations. 
	  




 Therapy was to be initiated within 21 days of being registered on the 
study. Vinblastine was given as an intravenous push at a dose of 6 mg/m2 (10 
mg maximum) once a week (±2 days) for a total duration of 70 weeks. In 
patients with a body surface area (BSA) < 0.6 m2, doses were calculated 
according to weight [(dose/m2) x 1/30 x body weight (kg)]. Dose modifications 
were made for hematologic toxicity. If the ANC was less than 750 but ≥500/µL 
and/or the platelet count was < 75,000/µL but ≥ 50,000/µL then the dose was 
reduced to 5mg/m2 or to 20% of the originally prescribed dose for a BSA < 0.6 
m2. If the ANC was <500/µL and/or the platelet count was < 50,000/µL, 
vinblastine was withheld until blood count recovery to ANC = 750/µL and 
platelet count = 75,000/µL. Vinblastine was then resumed at 5 mg/m2 or at 80% 
of the originally prescribed dose for BSA <0.6 m2.  
 For patients who still demonstrated hematological toxicity at a reduced 
dose of 5 mg/m2 the recommendation was to decrease the dose to 4 mg/m2 or 
to by 33 % of the originally prescribed dose for BSA < 0.6m2. Once the dose 
was reduced, there was no drug dose escalation, even when blood counts were 
satisfactory. Growth factors were not permitted. Toxicities were graded 
according to the Common Terminology Criteria for Adverse Events27.  
 
Vision assessment 
 For children with optic pathway tumors, complete ophthalmologic 
examination (visual acuity and visual field assessment if age / patient co-
operation permitted were performed as per individual institutional standards of 
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care) was prospectively performed within 2 weeks of entrance to study, and at 
weeks 12, 26, 39, 52, and 70 (+/- 2 weeks). 
 
Evaluation of response 
 A baseline MRI was required in all patients within 4 weeks prior to the 
initiation of chemotherapy. Imaging was repeated at completion of the 12-week 
induction period. Subsequent imaging studies were performed at weeks 26, 39, 
52, and 70 from time of entry into the study. Patients who showed progression 
on 2 consecutive imaging studies (>25% or 40% increase in tumor size 
according to 2D or 3D measurements, respectively) or evidence of clinical 
progression were removed from study. For children with optic/chiasmatic 
gliomas, unequivocal progressive visual function deterioration even in the face 
of an unchanged tumor volume, as determined by MRI was considered as 
tumor progression. Vision was assessed at baseline and at weeks 12, 26, 39, 
52, and 70. For patients who completed the 70 weeks of vinblastine, follow-up 
scans were performed at 3 months interval for one year, at 6 months interval 
the second year, and then yearly off therapy for 5 years. All MRIs included T1, 
T2 and FLAIR sequences, and T1+ contrast images. Response criteria for this 
study were determined by changes in size using the maximal three-dimensional 
(3D) cross-sectional tumor measurements. When only two measurements were 
available, response was assessed by using the product of the largest two tumor 
diameters (two-dimensional [2D]). Response criteria are listed in Supplemental 
Table 1.  
 Since the relevance of contrast enhancement for response’s evaluation 
in PLGG is not well defined, changes in contrast were not taken into 
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consideration. Moreover, it has been previously described7,14,28 that a moderate 
increment of the tumor dimension can be observed during the first weeks of 
therapy and more specially between week 1 and 12; it was therefore strongly 
recommended to await the response evaluation performed at week 26 before 
deciding on the final response to the initial part of therapy and consequently on 
the decision to continue treatment. Patients who showed stabilization after initial 
progression were considered as having PD for response purposes, but they 
were allowed to stay on study. Complete, partial, minor responses, and stable 
disease were considered positive responses in this protocol. Treatment failure 
was defined as the date of new clinical symptoms or radiologic progression that 


































Supplemental Table 1. Definition of response for the 2D and 3D measurement 
methods. 
 
Response 2D Method 3D Method 
Complete response Complete disappearance of 
tumor on imaging studies 
Complete disappearance of 
tumor on imaging studies 
Partial response Reduction of at least 50% in 
the sum of the product of 
the 2 largest perpendicular 
diameters of all target 
lesions 
Reduction of at least 65% in 
the sum of the product of the 
3 largest perpendicular 
diameters of all target lesions 
Minor response Reduction of at least 25% in 
the sum of the product of 
the 2 largest perpendicular 
diameters of all target 
lesions 
Reduction of at least 40% in 
the sum of the product of the 
3 largest perpendicular 
diameters of all target lesions 
Stable disease No change or a 
decrease/increase of ≤ 25% 
(sum of the product of the 2 
largest perpendicular 
diameters of all target 
lesions) 
  
No change or a 
decrease/increase of ≤ 40% 
(sum of the product of the 3 
largest perpendicular 





>25% increase (sum of the 
product of the 2 largest 
perpendicular diameters of 
all target lesions) 
>40% increase (sum of the 
product of the 3 largest 
perpendicular diameters of all 
target lesions) 
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Total number 54 35 19 
Gender Male 31(57.4%) 19 12 
Female 23(42.6%) 16 7 
NF1 Yes 13(24.1%) 9 4 
No 41 (75%) 26 15 
Location Hypothalamic 30 (55.6%) 17 13 
Thalamus 2 (3.7%) 2 0 
Cerebral 
hemisphere 
2 (3.7%) 2 0 
Brainstem 11 (20.4%) 8 3 
Cerebellum 3(5.6%) 2 1 
Spinal cord 2(3.7%) 2 0 
Disseminated 4 (7.4%) 2 2 
Response Complete 1 (1.9%) 1 0 
Partial 9(16.7%) 5 4 
Minor  4 (7.4%) 3 1 
Stable 34 (63%) 23 11 






12 3 9 
Between 3 
and 6 years 
7 6 1 
Under 6 
years 
19 9 10 
6 to 12 years 19 14 5 
Over 12 
years 
16 12 4 
Mean age (years)  9.55+ 4.62 6.75 + 5.39 
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Supplemental Table 3. Previous prospective clinical studies using chemotherapy for children with newly diagnosed low-grade 
glioma. 
 








Response rate OS PFS EFS Reference 
Single carboplatin 







Vincristine + carboplatin + 






a et al33 
Vincristine + carboplatin  
 1997-2005 137 0 <10 years  
35% CR+PR/15% MR/ 
17% SD/33% PD 
  5y 
39% 
Ater et al11 
 
TPCV  
 1997-2005 137 0 <10 years  
30% CR+PR/22% MR/ 
16% SD/32% PD 
  5y 
52% 
Ater et al11 
 
Cyclophosphamide 
 1996-1997 15  39 months (2-71m)  




Kadota et al30 
 
Vincristine + carboplatin 
 1989-1993 78 19% 3 years (3m-16y) 30 m 56% Objective response 
 3y 
68%  
Packer et al31 
 
Vincristine + carboplatin 


























































Carboplatin + etoposide 
  13   30 m 1 CR/3 MR/6 SD/3 PD 
  
 
Castello et al34 
 
Carboplatin + vinblastine 
 2006-2008 18 33% 4.4 y (0.7-14.8y)  1 PR/5 MR/8 SD/ 2 PD 
  
 
Jackaki et al35 
2011 
Cisplatin + etoposide 
 









Cisplatin + etoposide 







Vincristine and etoposide 
  6  
1,5 years (6 m - 13 
years)  4 SD/2 PD 
  
 
Pons et al37 
 
TPDCV: 1984-1992 33 18% 3 years (0.3–16.2y) 15.2 y  5y 5y  Mishra et al38 
 






91% 30%  
 
Procarbazine+carboplatin / 
etoposide + cisplatin / 

































11 years (9-17 
years 
  
































Abbreviations: TPCV (Thioguanine+procarbazine+CCNU+vincristine); CPM (cyclophosphamide); PC (procarbazine); V (vincristine);  NF (neurofibromatosis); 
CR (complete response); PR (partial response); MR (minimal response); SD (stable disease); PD (progressive disease); OS (overall survival); PFS 
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Supplemental Table 4. Previous clinical studies using chemotherapy in children with Neurofibromatosis type I. 
 




Packer et al 31 
 
15 Vincristine + 
carboplatin 
First OPG 7911 (2y)     
Massimino et al 14 8 Cisplatin + VP16 First OPG 100% (3 y) 100% 
(3y) 
 Ototoxicity  
Gururangan et al 40 
 
22 Carboplatin Recurrence 20 
OPG 
72% (3 y)   Hematological  
Laithier et al 28 23 PC + Carboplatin 
Cisplatin + VP16 
Vincristine + CPM 
First and 
recurrence 
OPG 82% (3y)  3 y   
Broniscer et al 39 
 
4 Temozolomide Recurrence OPG     PR 1; SD 3 
Massimino et al36 
 
7 Lower doses  
cisplatin+ VP16 
  85% (3y) 100% 
(3y) 
 Ototoxicity (less) PD 1 
Gnekow et al12 55 Vincristine + 
carboplatin 
First  73% (5y) 
57% (10y) 
  5.1y 53% carbo allergy 
50% hem grade III-IV  
PR 2; SD 48; PD 
4; DOD 1 




Fisher et al41 105 91 V+C weekly 
14 V+C monthly 
      PR 21; MR 10; 
SD 57; PD 8 
Gururangan et al 42 
 
5 Avastin + Irinotecan Recurrence  No info     
Ater et al43 129 Vincristine + 
carboplatin 
First  68.74.8% (5y) 98.4% 
(5y) 
  61% (CR + PR + 
MR) 
Cappellano et al 44 
 
3 Vinorrelbine First OPG     1 CR, 1MR, 1SD 
Abbreviations: VP16 (etoposide); PC (procarbazine); CPM (cyclophosphamide); V (vincristine);  C (carboplatin); OPG (optic pathway glioma); FN (febrile 
neutropenia); CR (complete response); PR (partial response); MR (minimal response); SD (stable disease); PD (progressive disease); OS (overall survival); 
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Supplemental table 5. BRAF fusions targeted in the Nanostring analysis. 
 
KIAA1549-BRAF fusion transcripts Others fusion transcripts Transcripts generated by 
4 housekeeping 
transcripts 
KIAA1549(exon13)-BRAF(exon9) BRAF(exon7)-MACF1(exon19) FGFR1 tandem duplication ABCF1(NM_001090.2) 
KIAA1549(exon15)-BRAF(exon10) CLCN6(exon2)-BRAF(exon11) MYBL1 deletion/tandem 
dup 
ALAS1(NM_000688.4) 






FAM131B(exon2)-BRAF(exon9)   
KIAA1549(exon16)-BRAF(exon11) FAM131B(exon3)-BRAF(exon9)   
KIAA1549(exon16)-BRAF(exon9) FGFR1(exon17)-TACC1(exon7)   
KIAA1549(exon18)-BRAF(exon10) FGFR3(exon17)-TACC3(exon4)   
KIAA1549(exon19)-BRAF(exon9) FXR1(exon13)-BRAF(exon10)   
 GNAI1(exon1)-BRAF(exon10)   
 MKRN1(exon4)-BRAF(exon11)   
 MYB(exon6)-MAML2-(exon4)   
 MYB(exon9)-PCDHGA1(exon2)   
 NACC2(exon4)-NTRK2(exon13)   
 NTRK3(exon10)-ETV6(exon5)   
 QKI(exon1)-RAF1(exon14)   
 QKI(exon2)-MYB(exon16)   
 QKI(exon6)-NTRK2(exon16)   
 RNF130(exon3)-BRAF(exon9)   
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RESUMEN	  
	  ANTECEDENTES	  	   La	  mutación	  BRAF	  V600E	  es	  una	  diana	  terapéutica	  potencial	  que	  se	  detecta	  en	  una	  proporción	  de	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos.	  Su	  impacto	  desde	  el	  punto	  de	  vista	  biológico	  y	  clínico	  en	  este	  grupo	  heterogéneo	  de	  tumores	  continúa	  siendo	  desconocido.	  	  	  MÉTODOS	  	   Se	   realizó	   un	   estudio	   retrospectivo	   tanto	   clínico	   como	   genético	   con	   largo	  seguimiento	  de	  510	  pacientes	  pediátricos	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  del	  hospital	  SickKids.	   Los	   datos	   clínicos	   y	   de	   tratamiento	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	  pediátricos	   con	   la	   mutación	   BRAF	   V600E	   (n=90)	   fueron	   comparados	   con	   una	  cohorte	   internacional	   independiente	  de	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	   con	   la	  mutación	  BRAF	  V600E	  (n=180).	  	  RESULTADOS	  	   La	  mutación	  BRAF	  V600E	  se	  detectó	  en	  el	  17%	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos.	   Estos	   tumores	   que	   presentaban	   la	   mutación	   se	   identificaron	   en	  distintos	   subtipos	   histológicos	   y	   en	   distintas	   localizaciones,	   incluyendo	   la	   línea	  media,	   localización	   que	   no	   es	   biopsiada	   de	   forma	   rutinaria	   en	   la	   práctica	   clínica	  diaria.	   Los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   con	   la	   mutación	   BRAF	   V600E	  presentaban	  mal	  pronóstico	  tras	  la	  administración	  de	  quimioterapia	  y	  radioterapia	  convencionales	  con	  supervivencias	   libres	  de	  progresión	  a	  10	  años	  del	  27%	  (95%	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A B S T R A C T
Purpose
BRAF V600E is a potentially highly targetable mutation detected in a subset of pediatric low-grade
gliomas (PLGGs). Its biologic and clinical effect within this diverse group of tumors remains
unknown.
Patients and Methods
A combined clinical and genetic institutional study of patients with PLGGs with long-term follow-up
was performed (N = 510). Clinical and treatment data of patients with BRAF V600Emutated PLGG (n
= 99) were compared with a large international independent cohort of Q:4patients with BRAF V600E
mutated-PLGG (n = 180).
Results
BRAFV600Emutationwas detected in 69 of 405 patients (17%)with PLGG across a broad spectrum
of histologies and sites, including midline locations, which are not often routinely biopsied in clinical
practice. Patients with BRAF V600E PLGG exhibited poor outcomes after chemotherapy and ra-
diation therapies that resulted in a 10-year progression-free survival of 27% (95% CI, 12.1% to
41.9%) and 60.2% (95% CI, 53.3% to 67.1%) for BRAF V600E and wild-type PLGG, respectively
(P , .001). Additional multivariable clinical and molecular stratiﬁcation revealed Q:5that the extent of
resection and CDKN2A deletion contributed independently to poor outcome in BRAF V600E PLGG.
A similar independent Q:6role forCDKN2A and resection on outcomewere observed in the independent
cohort. Quantitative imaging analysis revealed progressive disease and a lack of response to
conventional chemotherapy in most patients with BRAF V600E PLGG.
Conclusion
BRAF V600E PLGG constitutes a distinct entity with poor prognosis when treated with current
adjuvant therapy.
J Clin Oncol 35. © 2017 by American Society of Clinical Oncology
INTRODUCTION
Pediatric low-grade gliomas (PLGGs) are the
most frequent brain tumors in children1 and
comprise a heterogeneous group of tumors with
different locations, histologic subtypes, ages at
presentation,2 and clinical behavior. In recent
years, the genetic background of PLGGs3 has
begun to be unraveled. Although PLGGs are
genetically quiet and each tumor harbors few
genetic alterations, these ultimately converge on
the activation of the RAS/MAPK pathway,4,5 and
these alterations are commonly mutually exclu-
sive driving Q:7tumor formation. The scarcity of
other genetic alterations in PLGGs is in keeping
with the generally benign behavior; however, the
role, if any, that these alterations play in predicting
response to therapy and clinical outcome is still
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not known. As a result, as far as nonsurgical treatment is con-
cerned, all patients with PLGGs receive similar treatment in-
dependent of their tumor’s molecular alterations.6 For deeply
located tumors, such as hypothalamic/chiasmatic LGGs, the need
for biopsy before treatment decisions are made for these children is
still debated.
The BRAF V600E mutation, which is observed in a variety of
adult7 and pediatric neoplasms, is thought to be present in only
a small percentage of PLGGs.8 Controversy still exists as to whether
BRAF V600E-mutant PLGG constitutes a unique subgroup with
respect to natural history and outcome.9,10 We have previously
reported that PLGGs that transform to high-grade gliomas have
a high incidence of BRAF V600E mutations in combination with
CDKN2A deletion.11 CDKN2A is a tumor suppressor gene and
a key regulator of the cell cycle. CDKN2A alterations act as
a secondary hit, which allows for escape from cell cycle regulation
and malignant behavior in multiple cancer types.12,13 In PLGGs,
CDKN2A loss has been reported to be associated with escape from
oncogene-induced senescence,14 especially when combined with
BRAF mutations.
To better deﬁne the clinical signiﬁcance of BRAF V600E in
these tumors, we performed a combined clinical and genetic
analysis in an institutional discovery cohort of patients with PLGG
who were diagnosed and treated in southern Ontario.15 We then
assembled a large multicenter independent cohort of patients with




Clinical data were obtained from The Hospital for Sick Children
(SickKids) institutional PLGG database, which longitudinally observes all
patients in southern Ontario who were diagnosed and treated at SickKids
between January 1985 and December 2015, as previously reported.11,15
PLGGs were deﬁned as any glial or mixed glial-neural tumor, with the
exception of ependymoma, that would be graded as grade I or II according
to the revised 4th edition of the WHO Classiﬁcation of Tumors of the
Central Nervous System. Speciﬁcally, pleomorphic xanthoastrocytoma
with anaplasia and subependymal giant-cell astrocytomaQ:8 s were excluded.
A discovery cohort of all patients with PLGGwas assembled for which
tissue and V600E mutation analysis was available (N = 510). To assess
outcome and response to therapy, all 510 patients were analyzed. To
adequately assess the prevalence of BRAF V600E mutations and the as-
sociation with location and pathology subtypes, tumors that were di-
agnosed between 2000 and 2015 (n = 449) were analyzed, as 90% of the
patients (n = 405) had available molecular data to test for PLGGmutations
(T1 Table 1). For outcome of BRAF V600E PLGG, an independent cohort of
patients with BRAF V600E-mutated PLGG was assembled from 18 col-
laborating international pediatric centers. The study was approved by the
SickKids’ research ethics board and that of all participating institutions.
The extent of surgical resection, radiation, and chemotherapy data
and their association with outcome were assessed in both the SickKids
cohort and independent cohort. To assess the response to chemotherapy,
imaging ﬁndings before and 6 months after the initiation of treatment were
compared. Progression was deﬁned as the need for treatment change (ie,
surgery, alternate chemotherapy, or radiation) related to tumor pro-
gression on imaging and/or clinical worsening, as previously
described.16-18
Molecular Analysis
For the SickKids cohort, BRAF V600E mutations were determined by
Droplet Digital Q:9(DD)-PCR (Bio-Rad, Hercules, CA) and/or by a Clinical
Laboratory Improvement Amendments–approved immunohistochemis-
try test. For the independent cohort, V600Emutations were analyzed using
institutional Clinical Laboratory Improvement Amendments–approved
tests. KIAA1549-BRAF fusion and/or BRAF duplication were evaluated
using NanoString (NanoString, Seattle, WA) and/or ﬂuorescent in situ
hybridization as described previously Q:10.16,19
CDKN2A was analyzed using DD-PCR, single-nucleotide Q:11poly-
morphism array, or FISH for all available samples. For the independent
cohort, if CDKN2Awas not analyzed locally, we performed the assay using
DD-PCR. We deﬁned CDKN2A deletion as two copy loss by ﬂuorescent
in situ hybridization or the relative value that correlates with two copy loss
as analyzed by single-nucleotide polymorphism array or DD-PCR, taking
into account normal cell inﬁltration. Additional information on clinical
and molecular parameters is available in the Appendix (online only).
Statistical Analysis
Progression-free survival (PFS) was deﬁned as the interval between
initial diagnosis and the time of progression. Overall survival (OS) was
calculated as the time from diagnosis to the time of death from any cause as
reported by the referring institution.
PFS and OS were analyzed by the Kaplan-Meier method, and P values
are reported using the log-rank test. Survival data are presented as survival
estimates, including 95% CIs. Associations between covariates and risk
groups were tested by using Fisher’s exact test. Univariable and multi-
variable Cox proportional hazards regression was used to estimate hazard
ratios (HRs), including 95% CIs. All P values reported are two sided. All Q:12
statistical analyses were performed with the R statistical environment
(version 3.1.2), using R packages survival (version 2.37-7), Regressions
Modeling Strategies (version 4.3-1), Cox Regression with Firth’s Penalized
Likelihood (version 1.1), and Create Elegant Data Visualisations Using
Table 1. Patient and Tumor Characteristics in the SickKids’ Cohort (patients





(n = 336; 83%)
V600E Mutant
(n = 69; 17%)
Gender, %
Male/female 50.6/49.4 51.2/48.8 47.8/52.2
Age, years
Median 8.52 8.08 11.1
Range 0-18.28 0.52-18.28 0-17.46
25th/75th quartile 4.34/12.55 4.05/12.02 6.5/14.32
Location, No. (%)
Hemispheric 157 (100) 114 (72.6) 43 (27.4)
Diencephalic 74 (100) 61 (82.4) 13 (17.6)
Brainstem 39 (100) 33 (84.6) 6 (15.4)
Cerebellum 112 (100) 108 (96.4) 4 (3.6)
Spine 15 (100) 12 (80) 3 (20)
Disseminated 8 (100) 8 (100) 0 (0)
Pathology, No. (%)
Pilocytic astrocytoma 167 (100) 162 (97) 5 (3)
Pilomyxoid
astrocytoma
15 (100) 13 (86.7) 2 (13.3)
Ganglioglioma 51 (100) 26 (51) 25 (49)
PXA 9 (100) 2 (22.2) 7 (77.8)
Diffuse astrocytom Q:20a 23 (100) 13 (56.5) 10 (43.5)
LGG NOS Q:2170 (100) 56 (80) 14 (20)
Others 70 (100) 64 (91.4) 6 (8.6)
Abbreviations: LGG NOS, low-grade glioma XXXX; PXA, pleomorphic xan-
thoastrocytoma, WT, wild type.
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Grammar of Graphics (version 1.0.0), as well as SAS (SAS/STAT User’s
Guide, version 9.4; SAS Institute, Cary, NC).
RESULTS
BRAF V600E Is Common in PLGG
Among the 405 patients with PLGG who were treated at
SickKids between 2000 and 2015, 69 (17%) harbored the BRAF
V600E mutation. This analysis included all tumors and not only
patients who required additional postoperative treatment. BRAF
V600E tumors were diagnosed in all ages and originated from all
CNS locations (Table 1). Of importance, the mutation was
common in midline tumors, including optic pathway, brainstem,
and spinal cord tumors. Overall, 33% of BRAF V600E PLGGs
originated in the midline (diencephalon and brainstem). Similarly,
BRAF V600E mutations were observed in most pathologic sub-
types. As expected, the highest incidence of the mutation was
observed inQ:13 pleomorphic xanthoastrocytoma (78%) followed by
gangliogliomas (49%); however, the mutation was also commonly
observed in diffuse astrocytomas (43%) and WHO grade I as-
trocytomas (20%; Table 1).
BRAF V600E Mutation Confers Poor Outcome With
Conventional Therapies
Long-term survival data were analyzed in 510 patients with
PLGG from the SickKids cohort (mean follow-up, 7 years; range,
0.01 to 28 years).15 In contrast to other PLGGs, BRAF V600E-
mutant tumors (n = 99) continued to progress without reaching
a plateau. Five-year PFS for BRAF V600E-mutant and wild-type
(WT) PLGG was 50.1% (95% CI, 38.1% to 62.1%) and 72.8%
(95% CI, 67.9% to 77.7%), respectively. Furthermore, 10-year PFS
for BRAF V600E-mutant and WT PLGG was 27% (95% CI, 12.1%
to 41.9%) and 60.2% (95% CI, 53.3% to 67.1%), respectively (HR,
2.04; 95% CI, 1.45 to 2.88; P , .001;F1 Fig 1A). Continuous late
progression was associated with late deaths in patients with the
BRAF-V600E PLGG. Ten-year OS for BRAF V600E andWT PLGG
was 83.9% (95% CI, 72.5% to 95.6%) and 92.1% (95% CI, 88.6%
to 95.6%), respectively (HR, 1.57; 95% CI, 0.80 to 3.14; P = .183;
Fig 1B). Of importance, late deaths related to tumor progression
were observed in BRAF V600E PLGG even at 25 years of follow-up.
Furthermore, survival analysis revealed that patients with BRAF
V600E PLGG faired signiﬁcantly worse than those with the BRAF
KIAA1549 fusion (Figs 1C and 1D).
To further examine the causes of poor survival in children
with BRAF V600E-mutant PLGG, the effect of current therapeutic
interventions in the SickKids’ cohort were tested. Despite gross
total resection (GTR), which was achieved in 44.4% of these tu-
mors, many patients with BRAF V600E PLGG continued to ex-
perience progression postresection. Five-year PFS for GTR and
non-GTR was 67.8% (95% CI, 46.8% to 88.8%) and 38.8% (95%
CI, 24.1% to 53.5%), respectively (P = .01;F2 Fig 2A). These ﬁndings
are in keeping with analysis performed in BRAF WT PLGG in
which we observed a 5-year PFS of 95.9% (95% CI, 92.5% to
99.6%) for GTR and 53.3% (95% CI, 46% to 61.7%) for non-GTR
(P = 8.18e-13). Strikingly, PFS was much worse in patients with
BRAF V600E PLGG who achieved GTR compared with patients
with BRAF WT PLGG (P = .00000084). Similarly, patients with
BRAF V600E PLGG experienced poor outcome postradiation and
chemotherapy. Five- and 10-year PFS postradiotherapy was 42.2%
(95% CI, 20.6% to 63.8%) and 28.1% (95% CI, 6.7% to 49.5%),
respectively (Appendix Fig A1A, online only). Thirty-two percent
of patients with BRAF V600E-mutant received chemotherapy.
Five-year PFS after ﬁrst-line chemotherapy was 30.4% (95% CI,
13.3% to 47.5%; Appendix Fig A1B).
Copy number status ofCDKN2Awas available for 403 patients
with PLGG from the SickKids’ cohort. CDKN2A was deleted in
25% of BRAF V600E PLGGs and 17% of WT PLGGs. Although
CDKN2A deletion resulted in poor survival and PFS for the entire
cohort, this effect was restricted to BRAF V600E PLGGs (Appendix
Fig A2, online only). PFS in children with BRAF V600E PLGG was
24.0% (95% CI, 1.9% to 46.1%) and 68.7% (95% CI, 52.8% to
70.2%) for the CDKN2A deleted and balanced tumors, re-
spectively, at 5 years and 0% and 45.9% (95% CI, 21.6% to 70.2%),
respectively, at 10 years (P = .005; Fig 2C).
To further examine the poor outcome observed in patients
with BRAF V600E PLGG in the SickKids’ cohort, an independent
cohort of 180 patients with BRAF V600E PLGGwas compiled from
18 large, pediatric neuro-oncology centers. Characteristics of the
independent cohort compared with SickKids’ patient cohort with
the V600E mutation are listed in Appendix Table A1. Overall,
similar poor PFS and OS were observed in patients with the BRAF
V600E mutation (Appendix Fig A3, online only). Of importance,
as observed in the discovery cohort, a lack of complete resection
was associated with poor outcome in patients with BRAF V600E
PLGG (P = .001; Fig 2B), and CDKN2A deletion also conferred
poor outcome in the independent cohort (P = 0.02; Fig 2D).
An Integrative Prognostic Model for BRAF V600E PLGG
Combining the extent of resection, BRAF V600E and
CDKN2A deletion revealed a high-risk group of patients with
PLGG. In a multivariable Cox proportional hazards regression
model of the discovery cohort, BRAF V600E and the extent of
resection contributed independently to outcome. Moreover, when
interaction between BRAF V600E and CDKN2A status was
implemented, the combination of BRAF V600E and CDKN2A
deletion predicted recurrence with an HR of 3.2 (P = .03; T2Table 2).
Similarly, the extent of resection and CDKN2A status were in-
dependent predictors of poor outcome in the BRAF V600E in-
dependent cohort. Five-year PFS for patients with BRAF V600E
and CDKN2A deletion and non-GTR in the SickKids’ cohort and
independent cohort was 24% (95% CI, 1.9% to 46.1%) and 15%
(95% CI, 0% to 42%) respectively. Using c-statistics analysis, the
addition of BRAF V600E slightly improved the prediction model
expressed by nonsigniﬁcant change in area under the curve from
0.814 to 0.826 (P = .668).
BRAF V600E PLGG Responds Favorably to Targeted
Therapy
Six patients with BRAF V600E-mutated PLGG who experi-
enced progression after conventional treatment were treated with
BRAF inhibitors on a compassionate basis. Because targeted
therapies represent a novel and attractive option for progressive
BRAF V600E cancers,20 quantitative imaging ﬁndings at 6 months
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from initiation of conventional chemotherapy and targeted therapy
were compared for the SickKids’ cohort and independent cohort.
At 6 months, only 23% of tumors revealed an objective response to
chemotherapy (. 25% of tumor shrinkage). Furthermore, up to
24% of the tumors progressed while on therapy, which resulted in
treatment changes. This did not differ between ﬁrst-line, second-
line, and third-line chemotherapy. Of interest, all six progressive
tumors, which were treated with V600E inhibitors, showed sig-
niﬁcant response (49% to 80% cytoreduction) to targeted therapy
(F3 Fig 3). All six patients remain on V600E inhibitors to date with
a median follow-up of 18.5 months (range, 15 to 36 months). In
one patient, the V600E inhibitor was discontinued after 2 years.
This patient developed a signiﬁcant tumor progression associated
with clinical deterioration. Therapy was restarted with rapid
clinical and radiologic responses.
DISCUSSION
This study explores a speciﬁc type of molecularly deﬁned subgroup
of PLGG. BRAF V600E is more common than originally thought in
PLGG21—17% of cases—and is relatively common in previously
unrecognized locations, such as the midline. BRAF V600E confers
worse outcomes when treated with chemotherapy and radiation
compared with BRAF WT PLGG, especially when CDKN2A de-
letion coexists. It also highlights several important observations
that may affect our approach to and management of these tumors.
Although BRAF V600E is known to be common in pleo-
morphic xanthoastrocytoma and gangliogliomas,21-23 this muta-
tion is not restricted to those histologic subtypes and Q:14is highly
prevalent in diffuse astrocytomas and other low-grade astrocy-
tomas (Table 1). This is in agreement with other smaller series that
have reported V600E in all PLGG subtypes.24,25 Of importance,
BRAF V600E mutation can be found in any location in the CNS,
and . 33% of BRAF V600E-mutant tumors are located in the
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Fig 1. Survival of patients from the
SickKids’ cohort with pediatric low-grade
glioma stratiﬁed by BRAF V600E status. (A)
Progression-free survival (PFS) of the
SickKids’ cohort according to BRAF V600E
status. (B) Overall survival (OS) for the en-
tire SickKids’ cohort according to BRAF
V600E status. (C) PFS of the SickKids’ co-
hort comparing BRAF V600E with
KIAA1549-BRAF. (D) OS of the SickKids’
cohort comparing BRAF V600E with
KIAA1549-BRAF. P values were de-
termined by using the log-rank testQ:18 . WT,
wild type.
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are often not biopsied, and medical therapy (radiation and che-
motherapy) is initiated blindly under the assumption that all
PLGGs will have similar outcome.26-28 Furthermore, because in
some cases a gray zone exists between low-grade and high-grade
glioma in children, and a histopathologic deﬁnition is not uni-
versally suitable to distinguish these, molecular analysis adds an
important dimension to the approach for such tumors. Together,
as BRAF V600E represents a clinically distinct subgroup of PLGG,
current approaches toward the need for biopsy and molecular
testing in PLGG should be re-evaluated.
Overall, our data suggest that BRAF V600E and CDKN2A
deletion constitute a distinct clinical entity within PLGG. First, as
observed in both the SickKids’ cohort and independent cohort (Fig
2), these tumors are relentless and tend to recur multiple times,
which results in poor outcome, which is dissimilar to other PLGGs.
Extensive clinical follow-up enabled through the Ontario databases
allows for the capture of late deaths observed in patients with BRAF
V600E PLGG. These represent a major burden that extends from
childhood to adult survivors of PLGG.15 These late deaths are
attributed to late progression and tumor transformation up to 25
years after initial diagnosis.11 Second, BRAF V600E PLGGs rep-
resent a distinct entity in their poor outcome after current con-
ventional therapies. After complete resection, typical PLGGs do not
need additional treatment—only 5% of WT tumors with GTR in
the SickKids cohort recurred. One third of BRAF V600E PLGG in
which GTR was achieved recurred in both the SickKids’ cohort and
independent cohort (Figs 2A and 2B), which suggests different
tumor invasiveness.
For PLGG as a whole, outcome after radiation and chemo-
therapy is associated with PFS . 80% and 50%, respectively, at 5
years in PLGG series.27,29,30 In contrast, the present experience
shows that BRAF V600E PLGGs have , 50% and 35% PFS after
radiation and chemotherapy, respectively, at 5 years (Appendix Fig
A1). Together, this suggests a different tumor type.
CDKN2A alterations are common in many adult cancers,
including gliomas.12,13 It allows for a bypass of cell cycle arrest,
which would normally be initiated by RAS pathway oncogenic
activation.14 In contrast to adult gliomas, TP53 mutations are
uncommon in PLGGs; therefore, CDKN2A alterations may play an
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Fig 2. Survival of patients with BRAF
V600E pediatric low-grade glioma accord-
ing to the extent of resection and CDKN2A
deletion. (A) Progression-free survival (PFS)
of the BRAF V600E SickKids’ cohort
according to the extent of resection. (B)
PFS for the BRAF V600E independent co-
hort according to the extent of resection.
(C) PFS for the BRAFV 600E SickKids’ co-
hort according to CDKN2A status. (D) PFS
for the BRAF V600E independent cohort
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determined using the log-rank test. GTR,
gross total resection. bal, balanced; del,
deleted.
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study, CDKN2A deletion conferred poor outcome for patients with
PLGG who harbored the BRAF V600E mutation. The prognostic
value of this alteration was conﬁrmed in the independent cohort.
Combining V600E, CDKN2A, and the extent of resection, we
are able to deﬁne a high-risk group of PLGG with, 10% chance of
tumor control and poor survival with conventional therapies.
These survival curves are not observed in other PLGGs, and novel
therapies should be considered for these patients.
Analysis of tumor response within 6 months of initiation in
those who received chemotherapy provided important insight into
the clinical behavior of BRAF V600E PLGG. A signiﬁcant pro-
portion of these patients had to switch to other chemotherapy
regimens or radiation at 6 months as a result of tumor progression.
This is rarely observed with current PLGG protocols.17,27 Although
the numbers are small and should still be considered anecdotal, all
six patients who were treated with a BRAF V600E inhibitor
achieved a response, with volumetric shrinkage of 49% to 80%
with this targeted Q:15therapy. This objective response is encouraging
in view of previous data. Of note, remarkable clinical improvement
was observed in all these heavily pretreated patients.31
Results of clinical trials that used BRAF V600E inhibitors in
patients with PLGG are pending; however, several case reports have
already shown activity of BRAF V600E inhibitors in children with
PLGG.31-35 Although longer follow-up is required to determine
emerging resistance and long-term adverse effects of these drugs,
the rapid responses observed with these therapies in patients with
BRAF V600E PLGG are encouraging and can potentially prevent
ongoing sequelae, such as visual loss and neurologic deterioration,
which are commonly observed with current therapies.
Taken together, these data reveal that BRAF V600E PLGGs are
distinct from other PLGGs and require a different short-term and
long-term therapeutic approach. Upfront diagnosis of these tu-
mors is needed to deﬁne prognosis and a decision whether to
include aggressive surgery and early targeted therapies for these
patients. Finally, this study highlights the need for a change in our
overall approach to PLGGs. Consideration for upfront biopsy and
molecular diagnosis of deeply located midline tumors that are
commonly treated without histologic conﬁrmation will allow for
better tailoring of therapeutic interventions and better outcome for
these children in the era of precision medicine.
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Fig 3. Response of patients with BRAF
V600E pediatric low-grade glioma to chemo-
therapy and BRAF V600E inhibition. Waterfall
plot of response to chemotherapy at 6
months. Note the response to BRAF V600EQ:19
inhibitors in gray. PFS, progression-free
survival.
Table 2. Multivariable Analysis
Variable HR 95% CI P
SickKids’ discovery cohort
PFS
BRAF V600E 1.5964 1.0054 to 2.535 .0474
CDKN2A deleted 1.4882 0.9203 to 2.406 .1050
Age 0.9682 0.9251 to 1.013 .1657
Subtotal resection 6.3849 3.7810 to 10.782 4.05 3 10212
Female gender 1.2525 0.8472 to 1.852 .259
Grade 2 1.2084 0.6020 to 2.426 .5944
OS
BRAF V600E 1.1278 0.62 to 2.051 .6936
CDKN2A deleted 0.9681 0.4946 to 1.895 .9246
Age 0.9604 0.9161 to 1.007 .0940
Subtotal resection 6.4670 3.8284 to 10.924 2.98 3 10212
Female gender 1.2235 0.8283 to 1.807 .3108
Grade 2 1.0232 0.5005 to 2.092 .9499
BRAF V600E: CDKN2A 3.2550 1.1332 to 9.35 .0284
Independent cohort
PFS
CDKN2A deleted 2.283 1.25 to 4.170 .00722
Subtotal resection 1.950 1.091 to 3.484 .02414
OS
CDKN2A deleted 4.342 1.0659 to 17.688 .0405
Subtotal resection 1.954 0.4611 to 8.279 .3633
Abbreviations: HR, hazard ratio; PFS, progression-free survival; OS, overall
survival.
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This study was approved by the institutional review board of the Hospital for Sick Children (SickKids). By using our pediatric
low-grade glioma (PLGG) database, we retrospectively identiﬁed 517 of 845 patients who were diagnosed at SickKids between 1985
and 2015 for whom both biopsy material and adequate clinicalQ:22 follow-up were available. In all patients, BRAF V600E mutation was
analyzed. Subependymal giant-cell astrocytomas were excluded from the analysis (517 patients – seven patients with subependymal
giant-cell astrocytomas = 510 patients). In those patients who received chemotherapy and had available studies and imaging
(computed tomography and/or magnetic resonance imaging) were compared before initiation of treatment and at 6 months of
receiving treatment to evaluate the response to chemotherapy for each treatment received. Progression was deﬁned as the need for
treatment change related to tumor growth (surgery, chemotherapy, or radiation) after imaging or clinical worsening. To be more
accurate in the analysis of global incidence and the incidence according to location and pathology subtypes, we decided to include in
this analysis only the total number of patients who were diagnosed from year 2000 (N = 449). We were able to obtain a BRAF
mutation status for 90% of patients (n = 405).
Independent Cohort of BRAF V600E-Mutated PLGG
To validate our data of patients with BRAF V600E-mutantations, we retrieved 180 patients with BRAF V600E-mutated PLGG
from 18 collaborating centers from around the world. Clinical data collected included the same variables as in our cohort. In all
samples received, BRAF V600E mutation was performed for conﬁrmation and CDKN2A copy number status was also assessed by
using the same methods as described for our cohort.
Statistical Analysis
To examine the prognostic effect of BRAF V600E, we constructed Cox proportional hazards regression models with and
without BRAF V600E, along with other covariates, such as age, gross total resection, CDKN2A, grade, and gender. Concordance
probability estimate was calculated as an indicator that assessed the overall value of a covariate in predicting a censored outcome and
it was preferred over C-index in the Cox model context. In addition, logistic regression models were performed with and without
BRAF V600E. Corresponding C-index values were calculated.
Biologic Studies.
Immunohistochemistry. Detection of BRAF V600E by immunohistochemistry was performed on our Benchmark Ventana
Machine (XXXX)Q:23 using the Optiview detection kit (XXXX). CC1 was used for heat retrieval for 40 minutes; 24 . Thirty-six minutes of
incubationQ:25 with the Mouse Anti-Human BRAF V600E Monoclonal Antibody from Spring Bioscience (XXXX). Casein was used for
8 minutes to help lessen some background staining and hematoxylin counterstain was used for 12 minutes. Slides were scored by
a senior neuropathologist at SickKids (C.H.).
Nucleic Acid Isolation. DNA was ﬁrst isolated from formalin-ﬁxed, parafﬁn-embedded (FFPE) tumor tissue using the
MasterPure Complete DNA and RNA Puriﬁcation Kit (MC85200; EpicentreQ:26 , XXXX) according to manufacturer instructions. Total
RNA was extracted from FFPE tissue with the RNeasy FFPE extraction kit (Qiagen, Valencia, CA) using manufacturer guidelines.
Droplet Digital PCR—Rare Event Detection. In this study, we used droplet digital (dd) PCR (Bio-Rad, Hercules, CA) to detect
the somatic point mutation c.1799 C.T in the BRAF gene (p.V600E). The rare event detection assay forQ:27 BRAF V600E was
conducted according to manufacturer instructions. In brief, each 20-mL reaction mixture contained 50 ng DNA, 12.5 mL ddPCR
Supermix for probes (no dUTP; Bio-Rad), 1.25 mL PrimePCR ddPCR mutation assay BRAF WT for p.V600E, Human (unique
assay ID: dHsaCP2000028), 1.25 mL PrimePCR ddPCR mutation assay BRAF p.V600E, Human (unique assay ID:
dHsaCP2000027), and 1 mL Fast Digest BsuRI (Thermo Fisher Scientiﬁc Life Sciences, Waltham, MA). PCR reaction mixtures were
partitioned into an emulsion of approximately 20,000 uniformly sized droplets. Droplets were then transferred to a 96-well PCR
plate, heat sealed, and placed in a conventional thermal cycler (C1000 Touch Thermal Cycler; Bio-Rad). Thermal cycling conditions
jco.org © 2017 by American Society of Clinical Oncology
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were as follows: 95°C for 10 minutes, 39 cycles of 94°C for 30 seconds and 55°C for 60 seconds, 98°C for 10 minutes, and a 4°C hold.
After PCR, the PCR plate was loaded on a QX100 droplet reader (QX100 System; Bio-Rad). Analysis of ddPCR data was performed
with Quanta-Soft software (Version 1.6.6; Bio-Rad). Each tumor sample was run in technical duplicates.
ddPCR—Copy Number Variation. We also used ddPCR to assess copy number changes in the gene CDKN2A. The assay was
performed similarly to the rare event detection assay. We used prime PCR ddPCR copy number assay CDKN2A (unique assay ID:
dHsaCP1000581) and a reference prime PCR ddPCR copy number assay APB31 (unique assay ID: dHsaCP2500348). A known
homozygous deleted cell line, AM38, was used as a zero-copy control, whereas an OPGP healtQ:28 hy control sample (ID: 85751)
obtained from The Center of Applied Genomics at SickKids was used as a two-copy control.
Samples that showed, 1.4 copy number value as calculated from the total target and reference event number were considered
deleted (concentration [copies/mL] of target/concentration [copies/mL] of reference 3 expected copy number of diploid genome
2). Each sample was run in technical duplicate, which yielded four data points. Final results were determined as the mean copy
number of data points that belonged to both the target and reference genes. Thermal cycling conditions were as follows: 95°C for 10
minutes, 39 cycles of 94°C for 30 seconds and 60°C for 60 seconds, 98°C for 10 minutes, and a 4°C hold.
NanoString—Detection of Fusion Transcripts. Probes that targeted KIAA1549-BRAF fusion variants were designed in col-
laboration with NanoString (Seattle, WA). Five hundred nanograms of total RNA was added to the nCounter Elements TagSetQ:29 in
hybridization buffer and incubated at 67°C for 20 hours. The sample was processed on the nCounter Preparation Station and the
cartridge scanned at 555 ﬁelds of view on the nCounter Digital Analyzer. Raw counts were subjected to technical normalization by
using counts obtained for positive control probe sets included in each run. The statistical outlier detection method was used to
detect the presence of an expressed fusion. Data were viewed by using a box plot, and the presence of an extreme outlier (33
interquartile range) indicates fusion expression.
Fluorescent In Situ Hybridization. Fluorescent in situ hybridization was designed to detect transcripts by using BACQ:30 clones
within the duplicated region at 7q34 (RP11-248P7 and RP11-837G3) and 7p12.1 control probes (RP11-478M17 and RP11-
876P22). Probes were obtained from The Centre for Applied Genomics. The 7q34 clones were directly labeled with SpectrumGreen
ﬂuorochrome and control clones were directly labeled with Spectrum Orange ﬂuorochrome. Parafﬁn ﬂuorescent in situ hy-
bridization analysis was performed on 4-mm tumor sections. Slides were baked overnight to ﬁx the section to the slide and were
pretreated by using a parafﬁn pretreatment kit (Abbott, Chicago IL). Sections were dehydrated before slide/probe codenaturation
on thermobrite (Intermedico, Markham, ON, Canada). Denaturation conditions used for parafﬁn-embedded slides/probes were as
follows: 85°C for 7 minutes, followed by overnight incubation at 37°C. Slides were washed in30.4 side scatter/0.3% NP-40 at 73°C
for 30 seconds, followed by32 side scatter/0.1%NP-40 at room temperature for 30 seconds. Slides were counterstained with DAPI.
Nuclei were analyzed by using an Axioplan2 epiﬂuorescence microscope (Zeiss, Jena, Germany). Images were captured by an
Axiocam MRm Camera (Imaging Associates, Bicester, United Kingdom) and analyzed by using an imaging system with Isis
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Fig A1. Progression-free survival (PFS) of patients from the SickKids’ cohort who were treated with conventional therapies. (A) PFS for patients with BRAF V600E from
the SickKids’ cohort whowere treated with radiation. (B) PFS for patients with BRAF V600E from the SickKids’ cohort whowere treated with chemotherapy. P values were
determined by using the log-rank test.







































































































































































































Fig A2. Survival of SickKids’ patients stratiﬁed by CDKN2A status. (A) Progression-free survival (PFS) and (B) overall survival (OS) for all patients from the SickKids’ cohort
according to CDKN2A status. (C) PFS and (D) OS for patients from the SickKids’ cohort with wild-type pediatric low-grade glioma (PLGG) according to CDKN2A status. (E)
PFS and (F) OS for patients from the SickKids’ cohort with BRAF V600E PLGG according to CDKN2A status. P values were determined by using log-rank test.
jco.org © 2017 by American Society of Clinical Oncology
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Fig A3. (A) Progression-free
Q:31
survival (PFS) for the BRAF V600E independent cohort. (B) Overall survival (OS) for the BRAF V600E independent cohort. P values were
determined by using the log-rank test.






Cohort (n = 180)
Gender, %
Male/female 53/47 48/52









Pilocytic astrocytoma 12.1 17.2
Pilomyxoid astrocytoma 2 0.6
Ganglioglioma 33.3 32.8
PXA 10.1 18.9
Diffuse astrocytoma 10.1 6.7




5.11 (0.05-27.37) 4.01 (0-24.43)
PFS: Median follow-up,
years (range)
2.69 (0.01-16.03) 2.01 (0-24.43)




Received radiation, % 22.2 23.8
Transformation, % 4 2.7
Abbreviations: GTR, gross total resection; LGG XXXX, low-grade glioma; OS,
overall survival; PFS, progression-free survival; PXA, pleomorphic
xanthoastrocytoma.
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Infants with low-grade glioma (LGG) have a poor survival. BRAFV600E mutation has been iden-
tified in pediatric LGG; however, the use of BRAF inhibitors in infants has never been reported.
A 2-month-old with V600E mutant hypothalamic/chiasmatic glioma progressed on chemother-
apy resulting in profound visual loss, massive ascites, and diencephalic syndrome. Initiation of
dabrafenib resulted in rapid and sustained disappearance of clinical symptoms and a profound
sustained cytoreduction. BRAF inhibition was safely tolerated with dramatic clinicoradiological
response, suggesting early targeted therapy is a viable option in infants with LGG. A re-evaluation
of currentmanagement paradigms in this population iswarranted to leverage thepotential benefit
of upfront-targeted therapies.
K EYWORDS
dabrafenib, glioma, hypothalamic-chiasmatic, infant, low grade
1 INTRODUCTION
Low-grade gliomas (LGGs) are the most common pediatric brain
tumors.1 Complete surgical excision is often sufficient for long-term
survival2; however,many childrenwithunresectable LGGrequire adju-
vant therapy for long-term control. To date, most children receive
chemotherapy in order to avoid or delay the long-term effects of radio-
therapy. Unfortunately, several studies have identified that infants
under the age of 1 year have poor functional and visual outcome com-
pared to older childrenwith these approaches.3–8 The role of biopsy in
infants with optic pathway glioma is unclear as they are not amenable
to surgical resection. As a consequence, most infants are not biopsied
prior to treatment initiation and molecular data profiling is unavail-
able. Together, these data suggest that current management, regard-
less of the type of adjuvant chemotherapy regimen, is unlikely to con-
fer a long-termbenefit in this population andas such, novelmolecularly
based therapies are urgently required.
Herein, we report a young infant with a rapidly progressing
hypothalamic-chiasmatic glioma with dramatic and sustained tumor
response to BRAF inhibition resulting in complete reversal of life-
threatening symptoms including visual recovery.
2 CASE DESCRIPTION
A 2-month-old female presented with a 1-week history of pendular
nystagmus, hypotonia, lethargy, and increasing head circumference.
An ophthalmological assessment revealed only light perception with
absent visual tracking. A cranial magnetic resonance imaging (MRI)
revealed a massive contrast-enhancing suprasellar mass (40 × 39 ×
60 mm) characterized by bilateral expansion of optic tracts, chi-
asm, and intracanalicular portion of the optic nerves and surrounding
enhancing soft tissue, with associated mass effect and communicating
hydrocephalus (Fig. 1A). Family history was noncontributory and she
had no stigmata of neurofibromatosis type 1.
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F IGURE 1 Cranial MRI (axial and sagittal T1 plus gadolinium) findings (suprasellar mass characterized by bilateral expansion of optic tracts, chi-
asm, and intracanalicular portion of the optic nerves) at diagnosis (A), after treatment with vinblastine (B), and after 10months with dabrafenib (C)
An endoscopic biopsy was performed at the time of insertion of
a programmable ventriculoperitoneal (VP) shunt. Histological exami-
nation revealed neoplastic glial cells showing mild nuclear pleomor-
phism and fibrillary cytoplasm, immunopositive for glial fibrillary acid
protein. There were no mitoses, no evidence of necrosis or endothe-
lial proliferation, and the MIB-1 proliferation index was low. All these
findings were consistent with a LGG, WHO grade I. Tumor cells were
immunoreactive for BRAFV600E; this result was confirmed by digital
droplet PCR (41.2%mutation abundance).
Weekly vinblastine was initiated. However, within 1 week of
treatment initiation, the patient developed methicillin-resistant
Staphylococcus aureus sepsis and meningitis, as well as severe ascites
with a bulging fontanelle. Her central venous catheter and VP shunt
were removed. Vinblastine therapy was continued but not tolerable
due to severe hyponatremia (Na 117 mmol/l) and neutropenia. The
patient was no longer able to tolerate oral feeds. Further evaluation
was consistent with a diagnosis of diencephalic syndrome including
low weight (<3rd percentile) and high predicted resting energy
expenditure (REE) of 162% despite preserved caloric intake. Severe
ascites persisted requiring temporary placement of a peritoneal
drain (cerebrospinal fluid protein >6 g/l). She further developed an
extensive occlusive thrombus of the upper extremities andwas started
on low molecular weight heparin. Cranial MRI 40 days after diagnosis
revealed marked progression of the suprasellar mass (81 × 72 ×
66 mm) (Fig. 1B). Due to her rapidly progressive disease, clinical dete-
rioration that resulted in a life-threatening status, and her extremely
young age, no conventional therapies were deemed to be feasible. In
light of her BRAFV600E mutation, after discussion with family, con-
sent was obtained and a suspension formulation of dabrafenib therapy
at a dose of 4.2 mg/kg/day was initiated on compassionate basis.
Within 2weeks of initiating dabrafenib (2months fromfirst diagnosis),
the ascites improved dramatically and the peritoneal drain was
removed, her sodium levels normalized and she was discharged home
tolerating oral feeds. Within a month, her nystagmus improved and
she was able to fix and follow. Neuroimaging after 2 months revealed
a 71% cytoreduction of her optic pathway mass as determined using
T2/FLAIR measurements. The patient weight improved from the
<3rd percentile to the 25–50th percentile and repeat calorimetry
was performed showing a reduction of 30% of the REE compared to
the baseline assessment. Sustained cytoreduction continued after
10 months (38 × 29 × 20 mm) (Fig. 1C). Vision has dramatically
improved, and neurodevelopment and weight are now appropriate for
age. Importantly, no significant side effects from the drug have been
seen, other than moderate eczema, which was treated with topical
agents.
3 DISCUSSION
To our knowledge, this is the youngest child reported to be treated
successfully for a hypothalamic-chiasmatic glioma with targeted
BRAFV600E inhibitor therapy. In addition to a significant radiological
response, she showed a dramatic clinical improvement.
Since the treatment of infantile nonresectable LGG consists of
upfront chemotherapy regardless of pathological subtype, there are
still controversies regarding the role of upfront biopsy in the manage-
ment of these children. Several studies have pointed out the aggres-
sive behavior of LGG in infancy.3–7 Since most of these infants will
require multiple cycles of chemotherapy and other treatment modal-
ities, the morbidity and long-term disabilities, specifically poor visual
outcome associated with the tumor itself and its treatment, cannot be
overstated. The high prevalence of targetable mutations in pediatric
LGG 9,10 opens a new window for early interventions in this popula-
tion. This may affect both survival and long-term functional outcome
in these children.
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In the last 5 years, a major role for the RAS/RAF/MAPK
pathway in the tumorigenesis of most pediatric LGG has been
demonstrated.9,11–13 A recent report of diencephalic pediatric LGG
reveals that 32% of BRAFV600E positive tumors are infants, por-
tending to a poor outcome.14 Multiple BRAFV600E inhibitors exist
and have shown significant but usually nonsustained responses in
several adult cancers.15 Since pediatric LGG do not harbor similar
genomic instability as these adult cancers, sustained response as
seen in our patient could be expected. Indeed, several anecdotal
reports have suggested promising and sustained efficacy in older
children with low-grade BRAFV600E-mutated gliomas treated with
specific BRAF inhibitors.16–20 Ongoing clinical trials are open across
North America and Europe; however, these studies are limited to
older children who can swallow capsules (ClinicalTrials.gov Identifier
1677741 and 1748149) or exclude patients <12 months of age.
The combined feasibility, efficacy, and lack of short-term toxicity
observed in this case are therefore encouraging. This suggests also
that the exclusion of infants from these clinical trials should be
reconsidered.
Visual improvement is rare in childhood optic pathway gliomas,
especially when complete blindness is observed. This is possibly
related to neuronal cell death due to retrograde axonal injury caused
by continuous compression on the optic nerves and chiasm. The sig-
nificant improvement of our patient’s visual status further supports
the potential role of early therapeutic intervention. Similarly, dien-
cephalic syndrome is a rare but potentially fatal disorder observed in
infants with hypothalamic-chiasmatic LGG. It is characterized by pro-
found emaciation and failure to thrive despite preserved caloric intake
and continued linear growth. Diencephalic syndrome has been
reported as an adverse prognostic marker in pediatric LGG.7 Improve-
ment and normalization of the metabolic status ensues over years.21
The rapid resolution of this patient’s diencephalic syndrome upon initi-
ation of dabrafenib is particularly impressive.
In summary, the poor prognosis and significant risk of long-term
morbidity in infantile LGG should lead us to early consideration of tar-
geted therapies at diagnosis. The use of rationale targeted therapies
have the potential to alter the natural history of children with LGG;
however, careful and robust clinical trials are needed prior to their rou-
tine use. Indeed, an area of concern is whether these responses will be
sustained upon discontinuation of drug, analogous towhat is observed
in mTOR inhibition in tuberous sclerosis. Although historically infants
with non-NF1optic pathwayglioma’s havebeendiagnosed and treated
based on radiological and clinical evaluation, a low threshold for biopsy
particularly after failure of first-line therapy is warranted to leverage
the potential of novel targeted therapies and prevent long-term seque-
lae seen often in this cohort of patients.
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  TABLE	  1.	  Infants	  with	  LGG	  and	  BRAF	  V600E	  mutation.	  
No	   Age/Se
x	  
Location	   Treatment	   Recur/	  
Prog.	  
Follow-­‐up	   Status	   Vision	  (last	  
assessment)	  
Other	  late	  sequelae	  
1	   9m/F	   OPG	   STR,	  2	  lines	  CT	  (V+C	  and	  VBL)	   Yes	   18	  years	   ALIVE	   Right	  eye:	  6/120	  Left	  eye:	  2/200	   Panhypopituitarism	  Seizures	  2	   5m/M	   OPG	   STR,	  2	  lines	  CT	  (V+C	  and	  PCV),	  focal	  XRT	   Yes	   17	  years	   ALIVE	   Right	  eye:	  none	  Left	  eye:	  20/80	   Significant	  neurocognitive	  impairment.	  Hypothyroidism	  GH	  deficiency	  3	   9m/F	   Suprasellar	   STR	  +	  5	  lines	  CT	  (V+C;	  VBL;	  TMZ;	  TPCV;	  VBL)	   Yes	   16	  years	   ALIVE	   Right	  eye:	  none	  Left	  eye:	  none	   GH	  deficiency	  Premature	  ovarian	  failure	  Precocious	  puberty	  Seizures	  4	   5m/F	   Disseminated	  OPG	   8	  lines	  CT	  (V+C;	  VBL;	  TPCV;	  TMZ;	  CIS+VP16;	  IMAT;	  VBL;	  VBL),	  STR	  after	  the	  first	  2	  lines	  of	  CT	  
Yes	   13	  years	   DEAD	   Right	  eye:	  none	  Left	  eye:	  6/60	   Seizures	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5.-­‐	  DISCUSIÓN	  
	  
5.1.-­‐	  NUEVOS	  TRATAMIENTOS	  EN	  GLIOMAS	  DE	  BAJO	  GRADO	  PEDIÁTRICOS	  	  
5.1.1.-­‐	   Utilidad	   de	   los	   diferentes	   regímenes	   de	   quimioterapia	   y	   su	   toxicidad	   en	   el	  
tratamiento	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  
	  	   Durante	   los	   últimos	   20	   años	   se	   han	   publicado	   multitud	   de	   estudios	   que	  demuestran	  la	  eficacia	  de	  la	  quimioterapia	  en	  pacientes	  pediátricos	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  de	  nuevo	  diagnóstico	  o	  tras	  una	  progresión	  o	  refractariedad24,27,49,51,123.	  La	  mayoría	  de	  estos	  estudios	  describen	  respuestas	  parciales	  o	  estabilización	  de	  la	  enfermedad	  en	  la	  mayoría	  de	  los	  pacientes	  tratados,	  hecho	  que	  hace	  factible	  la	  no	  administración	  de	  radioterapia	  o	  su	  retraso123,124,151-­‐154.	  En	  la	  tabla	  suplementaria	  3	  del	  artículo	  1	  se	  hace	  una	  revisión	  de	  los	  distintos	  	  regímenes	  de	  quimioterapia	  utilizados	   en	   pacientes	   pediátricos	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado.	   El	   uso	   de	   la	  quimioterapia	  para	  el	   control	  del	   tumor	  a	   largo	  plazo	  es	   fundamental	  por	  varias	  razones	  y	  aporta	  un	  tratamiento	  efectivo	  disminuyendo	  los	  efectos	  secundarios	  de	  la	  radioterapia	  o	  de	  cirugías	  agresivas,	  no	  solo	  como	  tratamiento	  de	  primera	  línea,	  sino	  también	  como	  tratamientos	  sucesivos.	  Entre	  las	  combinaciones	  empleadas,	  la	  más	   aceptada	   a	   nivel	   universal	   es	   la	   combinación	   de	   vincristina	   y	   carboplatino,	  también	   llamada	   régimen	   de	   Packer,	   por	   su	   contribución	   a	   la	   misma24,154.	  Independientemente	   de	   la	   secuencia	   de	   administración	   utilizada	   (mensual	   en	   la	  SIOP	   o	   semanal	   en	   el	   COG),	   esta	   combinación	   ha	   demostrado	   que	   el	   uso	   de	   la	  radioterapia	  puede	  ser	  demorado	  e	  incluso	  obviado	  en	  la	  mayoría	  de	  los	  casos.	  Sin	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embargo,	  esta	  combinación	  continúa	  siendo	  subóptima	  en	  términos	  de	  progresión	  libre	   de	   enfermedad	   y	   de	   toxicidad24,124.	   La	   tasa	   de	   progresión	   durante	   o	   al	  finalizar	  la	  quimioterapia	  es	  elevada	  y	  a	  los	  5	  años	  de	  iniciar	  el	  tratamiento,	  menos	  del	   40%	   de	   los	   pacientes	   consiguen	   mantener	   la	   respuesta	   inicial124.	   Además,	  muchos	   de	   los	   pacientes	   pediátricos	   no	   pueden	   completar	   todas	   las	   dosis	   de	  carboplatino	  debido	  a	  la	  alta	  tasa	  de	  reacciones	  alérgicas	  con	  este	  régimen	  (hasta	  un	  32%	  en	  grandes	  estudios	  prospectivos155)	  responsables	  de	  la	   interrupción	  del	  tratamiento	  en	  muchos	  casos	  antes	  de	  completarlo.	  	  	   Se	   han	   utilizado	   numerosos	   regímenes	   de	   quimioterapia	   diferentes	   a	   la	  combinación	   de	   vincristina	   y	   carboplatino.	   Cada	   uno	   con	   sus	   limitaciones.	   Por	  ejemplo,	   el	   régimen	  TPCV	   (tioguanina,	  procarbacina,	   lomustina	  y	  vinscristina)	   se	  asocia	  con	  una	  toxicidad	  importante	  hematológica	  además	  de	  un	  riesgo	  potencial	  no	   desdeñable	   de	   segundos	   tumores	   y	   un	   riesgo	   de	   infertilidad	   asociados	   a	   la	  lomustina	   y	   procarbacina51,127,128,156.	   La	   combinación	   utilizada	   durante	   mucho	  tiempo	  por	  la	  sociedad	  francesa	  de	  oncología	  pediátrica	  (SFOP)	  incluía	  6	  fármacos	  con	   importantes	  riesgos	  de	  efectos	  secundarios	  a	   largo	  plazo,	  como	  ototoxicidad,	  leucemias	   secundarias,	   toxicidad	   renal	   crónica,	   neuropatía	   e	   infertilidad	  (cisplatino,	   etopósido,	   ciclofosfamida,	   procarbacina,	   vincristina	   y	   carboplatino)49.	  La	   combinación	   etopósido	   +	   cisplatino	   utilizada	   por	   el	   grupo	   italiano	   se	   ha	  asociado	  a	  una	  pérdida	  significativa	  de	  audición,	   lo	  que	  en	  pacientes	  con	  gliomas	  de	   nervio	   óptico,	   que	   presentan	   con	   frecuencia	   déficit	   visual,	   conlleva	   una	  limitación	   importantísima	   para	   su	   vida	   diaria.	   También	   este	   régimen	   se	   ha	  asociado	   a	   un	   riesgo	   elevado	   de	   leucemia	   secundaria123,129,157.	   La	   utilización	   de	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temozolomida,	   se	   cuestiona	   debido	   a	   la	   falta	   de	   datos	   de	   su	   efectividad	   y	   de	   su	  toxicidad	  a	  largo	  plazo130.	  	  	   La	   radioterapia	   se	   ha	   utilizado	   tradicionalmente	   en	   los	   gliomas	   de	   bajo	  grado	  pediátricos	  que	  precisaran	  de	   tratamiento	  adyuvante	   tras	   la	   cirugía.	  Hasta	  hace	   muy	   poco	   se	   ha	   venido	   utilizando	   en	   primera	   línea	   de	   tratamiento	   tras	   la	  cirugía	  y	  aún	  hay	  muchos	  centros	  y	  algunos	  países	  que	  la	  continúan	  utilizando	  por	  delante	  de	  la	  quimioterapia.	  A	  pesar	  de	  que	  la	  radioterapia	  tiene	  una	  tasa	  mayor	  de	  progresión	   libre	   de	   enfermedad	   que	   la	   quimioterapia,	   los	   efectos	   secundarios	  incluyen	   deterioro	   neurocognitivo,	   alteraciones	   endocrinológicas	   y	   daños	  vasculares,	   sobre	   todo	   en	   pacientes	   de	   menor	   edad	   y	   en	   pacientes	   con	  neurofibromatosis115.	  La	  supervivencia	  a	  largo	  plazo	  de	  los	  pacientes	  irradiados	  se	  ha	   publicado	   en	   escasos	   estudios,	   y	   se	   ha	   asociado	   al	   desarrollo	   de	   segundos	  tumores	   y	   de	   complicaciones	   vasculares115,158,159.	   Una	   publicación	   del	   grupo	   de	  Toronto	  que	  incluía	  una	  cohorte	  de	  1202	  pacientes	  pediátricos	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  con	  una	  mediana	  de	  seguimiento	  de	  12,73	  años,	  demostró	  que	  en	  aquellos	  que	   sobrevivieron	   más	   de	   5	   años	   desde	   el	   diagnóstico,	   los	   que	   recibieron	  radioterapia	   como	   primera	   línea	   del	   tratamiento	   tenían	   un	   riesgo	   triplicado	   de	  fallecer	  a	  largo	  plazo	  y	  cuatro	  veces	  más	  riesgo	  de	  fallecer	  como	  consecuencia	  del	  tumor	  (mayo	  riesgo	  de	  malignización)97.	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5.1.2.-­‐	  La	  experiencia	  de	  la	  vinblastina	  en	  el	  tratamiento	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  
pediátricos	  
	  	   Un	   régimen	   de	   quimioterapia	   alternativo	   pero	   también	   eficaz	   para	   los	  gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   es	   la	   administración	   de	   vinblastina	   en	  monoterapia.	  La	  vinblastina	  es	  un	  alcaloide	  que	  se	  extrae	  del	  bígaro	  de	  Madagascar	  “Catharanthus	   Roseus”.	   Su	   mecanismo	   de	   acción	   es,	   como	   otros	   alcaloides,	  interrumpir	   el	   ciclo	   celular	   en	   la	   metafase	   al	   unirse	   a	   los	   microtúbulos	   y	  desestructurarlos	  durante	  la	  mitosis.	  Las	  respuestas	  terapéuticas	  demostradas	  con	  este	  fármaco	  no	  se	  pueden	  explicar	  100%	  por	  este	  mecanismo	  de	  acción	  y	  se	  cree	  que	  esta	  quimioterapia	  tiene	  también	  un	  efecto	  antiangiogénico160.	  La	  experiencia	  con	   la	   vinblastina	   en	   el	   campo	   de	   la	   oncología	   pediátrica	   está	   suficientemente	  contrastada.	  La	  vinblastina	  es	  o	  ha	   sido	  un	  componente	  básico	  en	  el	   tratamiento	  del	   linfoma	  de	  Hodgkin161,	   del	   linfoma	   anaplásico	   de	   células	   grandes162,163,	   de	   la	  histiocitosis	  de	  células	  de	  Langerhans164-­‐166,	  de	   los	  tumores	  desmoides167-­‐169	  y	  de	  la	  fibromatosis	  agresiva169.	  La	  experiencia	  con	  la	  vinblastina	  en	  el	  tratamiento	  de	  los	   distintos	   tumores	   pediátricos	   descritos	   anteriormente,	   nos	   permiten	   afirmar	  que	  la	  vinblastina	  semanal	  se	  tolera	  muy	  bien	  por	  los	  pacientes	  pediátricos	  y	  que	  su	  administración	  se	  puede	  prolongar	  con	  seguridad	  hasta	  2	  o	  3	  años.	  Los	  efectos	  secundarios	   más	   frecuentes	   de	   la	   vinblastina	   incluyen	   alopecia	   leve	   y	   en	   una	  proporción	  muy	  baja	  de	  pacientes,	  mielosupresión,	  náuseas	  moderadas	  y	  vómitos	  ocasionales.	   La	   mayoría	   de	   los	   pacientes	   no	   requieren	   tratamiento	   antiemético	  durante	  la	  administración	  de	  vinblastina.	  No	  existe	  evidencia	  de	  que	  la	  vinblastina	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tenga	  efectos	  secundarios	  a	  largo	  plazo,	  a	  pesar	  de	  que	  se	  ha	  incluido	  en	  el	  listado	  de	  quimioterapias	  que	  pueden	  producir	  riesgo	  de	  infertilidad.	  	  	   El	   grupo	   de	   Toronto	   tiene	   ya	   una	   dilatada	   experiencia	   en	   el	   uso	   de	   la	  vinblastina	   como	   tratamiento	   en	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos.	  Inicialmente	   se	   realizó	   un	   estudio	   piloto	   en	   11	   pacientes	   que	   presentaron	  progresión	  tras	  vincristina	  y	  carboplatino	  y	  no	  fueron	  candidatos	  a	  radioterapia	  en	  ese	  momento.	  La	  vinblastina	  demostró	  una	  reducción	  del	   tamaño	  del	   tumor	  en	  6	  pacientes	  con	  muy	  poca	  toxicidad	  hematológica28.	  Posteriormente	  se	  publicó	  una	  serie	  de	  9	  pacientes	  que	  habían	  tenido	  que	  suspender	  la	  combinación	  vincristina	  +	  carboplatino	   por	   presentar	   reacción	   alérgica	   al	   carboplatino	   y	   continuaron	   con	  vinblastina	   semanal.	   Todos	   los	   pacientes	   completaron	   el	   tratamiento	   con	  vinblastina	  y	  la	  tasa	  de	  respuesta	  global	  fue	  impactante	  (7/9	  respuestas	  y	  ninguna	  progresión)131.	  Estos	  estudios	  se	  continuaron	  con	  un	  estudio	  fase	  II	  multicéntrico	  que	  completó	  la	  inclusión	  de	  pacientes	  en	  Junio	  de	  2006	  con	  51	  pacientes.	  En	  este	  estudio,	   los	   pacientes	   pediátricos	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   eran	   candidatos	   al	  estudio	  si	  habían	   fracasado	  al	   tratamiento	  convencional	   con	  una	  o	  más	   líneas	  de	  tratamiento,	   incluyendo	   la	   radioterapia.	   La	   vinblastina	   se	   administró	   de	   forma	  semanal	  y	  a	  una	  dosis	  de	  6	  mg/m2.	  Muchos	  pacientes,	  especialmente	  aquellos	  que	  habían	   sido	   tratados	   previamente	   de	  manera	   intensa	   precisaron	   ajuste	   de	   dosis	  por	   la	   toxicidad	   hematológica,	   sobre	   todo	   por	   neutropenia.	   La	   tasa	   de	   respuesta	  fue	   del	   33%	   con	   el	   75%	   de	   los	   pacientes	   habiendo	   completado	   el	   año	   de	  tratamiento	  con	  vinblastina	   semanal.	  Estos	   resultados	   fueron	  muy	  prometedores	  en	   su	  momento	   y	   confirmaban	   los	   resultados	   obtenidos	   en	   el	   estudio	   piloto.	   La	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toxicidad	  de	  la	  vinblastina	  fue	  muy	  leve	  y	  ningún	  paciente	  requirió	  trasfusiones	  ni	  de	  concentrado	  de	  hematíes	  ni	  de	  plaquetas25.	  Tras	   realizar	  este	  estudio,	  el	  paso	  siguiente	  más	  lógico	  era	  realizar	  un	  ensayo	  clínico	  utilizando	  vinblastina	  semanal	  en	  pacientes	  pediátricos	   con	  gliomas	  de	  bajo	  grado,	  pero	  esta	  vez	   como	  primera	  línea	  de	  tratamiento.	  	  	   En	   este	   ensayo	   clínico	   fase	   II	   se	   demuestra	   que	   la	   vinblastina	   en	  monoterapia	  tiene	  una	  actividad	  clínica	  y	  una	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  en	  pacientes	   pediátricos	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   de	   nuevo	   diagnóstico	   similar	   a	  otros	  regímenes	  de	  quimioterapia	  previamente	  utilizados,	  con	  mínima	  toxicidad	  y	  permitiendo	   a	   los	   pacientes	   mantener	   una	   buena	   calidad	   de	   vida	   durante	   el	  tratamiento.	  
	  
5.1.3.-­‐	  Progresión	  inicial	  de	  algunos	  tumores	  tratados	  con	  vinblastina	  
	  
	   La	  actividad	  antiangiogénica	  de	  la	  vinblastina	  puede	  explicar	  la	  observación	  de	   que	   algunos	   tumores	   en	   tratamiento	   con	   vinblastina	   tengan	   un	   crecimiento	  inicial	   durante	   los	   primeros	  meses	   de	   tratamiento	   seguido	  de	   una	   reducción	  del	  tamaño	  tumoral	  posterior.	  Este	  hecho	  se	  ha	  descrito	  previamente	  con	  vinblastina	  y	  con	  otros	   regímenes	  de	  quimioterapia	  en	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos25,123.	  En	  el	  estudio	  previo	  fase	  II	  de	  vinblastina	  en	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  con	  progresión	   o	   refractariedad,	   dos	   pacientes	   que	   presentaron	   progresión	   en	   la	  primera	   evaluación	   a	   los	   3	   meses	   del	   tratamiento	   presentaron	   una	   respuesta	  posterior.	  En	  este	  estudio,	  a	  pesar	  de	  que	  la	  progresión	  se	  tenía	  que	  confirmar	  en	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dos	  RM	  consecutivas,	  4	  de	  los	  6	  pacientes	  que	  presentaron	  progresión	  en	  la	  RM	  de	  los	  3	  meses	  abandonaron	  el	  tratamiento	  por	  decisión	  de	  los	  investigadores	  locales.	  Los	  otros	  2	  pacientes	  que	  continuaron	  con	  la	  vinblastina	  semanal	  obtuvieron	  una	  respuesta	   tardía.	   La	   mediana	   de	   tiempo	   en	   la	   respuesta	   máxima	   en	   aquellos	  pacientes	  que	  respondieron	  fue	  de	  52	  semanas.	  Este	  dato	  sugiere	  que	  es	  necesaria	  la	  exposición	  prolongada	  a	  la	  vinblastina	  para	  que	  pueda	  actuar	  sobre	  el	  tumor	  y	  que	  se	  pueden	  observar	  buenas	  respuestas	  a	  pesar	  de	  una	  progresión	  inicial.	  	  	  
5.1.4.-­‐	  Toxicidad	  de	  la	  vinblastina	  
	  	   	   La	   toxicidad	  del	   tratamiento	   con	  vinblastina	   fue	  mínima,	  permitiendo	  a	   la	  mayoría	  de	   los	  pacientes	  completar	   las	  70	  semanas	  del	   tratamiento	   (un	  paciente	  incluso	  prolongó	  el	   tratamiento	  durante	  dos	  años	  sin	   toxicidades	   reseñables).	  La	  toxicidad	   más	   frecuente	   e	   importante	   fue	   hematológica.	   La	   dosis	   inicial	   parece	  elevada,	   ya	   que	   sólo	   el	   24%	   de	   los	   pacientes	   mantuvieron	   las	   dosis	   inicial	   de	  vinblastina	  (6	  mg/m2).	  La	  dosis	  fue	  reducida	  a	  5	  mg/m2	  en	  el	  30%	  de	  los	  pacientes	  y	  a	  4	  mg/m2	  en	  el	  31%	  de	  los	  pacientes.	  En	  todos	  los	  casos	  debido	  a	  neutropenia.	  Sólo	   2	   pacientes	   recibieron	   trasfusión	   de	   concentrado	   de	   hematíes	   y	   ningún	  paciente	   recibió	   trasfusión	   de	   plaquetas.	   El	   pronóstico	   fue	   similar	  independientemente	   de	   la	   dosis	   recibida.	   Por	   todo	   ello,	   la	   dosis	   inicial	  recomendada	  en	   los	  próximos	  ensayos	  clínicos	  con	  vinblastina	  será	  de	  5	  mg/m2.	  Las	   toxicidades	  más	   relevantes	   del	   estudio	   se	   exponen	   en	   la	   tabla	   2	   del	   primer	  artículo.	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5.1.5.-­‐	  Tasa	  de	  respuesta,	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  y	  resultado	  en	  la	  visión	  
	  	   La	   tasa	   de	   respuesta	   (definida	   por	   la	   suma	   de	   remisiones	   completas	   +	  remisiones	  parciales	  +	   respuesta	  mínima)	   fue	  del	  25,9%	  que	  puede	  parecer	  algo	  baja	   cuando	   se	   compara	   con	   otros	   regímenes	   de	   quimioterapia.	   Sin	   embargo,	  cuando	  analizamos	  la	  tasa	  de	  estabilización	  de	  la	  enfermedad	  (remisión	  completa	  +	  remisión	  parcial	  +	  respuesta	  mínima	  +	  enfermedad	  estable)	  esta	  cifra	  aumenta	  al	  87%	  de	   los	   pacientes.	   No	   se	   evidenció	   correlación	   alguna	   entre	   la	   respuesta	   del	  tumor	   y	   el	   control	   del	   tumor	   a	   largo	   plazo.	   Por	   tanto,	   sabiendo	   que	   algunos	  pacientes	  pediátricos	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  van	  a	  requerir	  distintas	  líneas	  de	  tratamiento	  y	  que	  se	  ha	  observado	  una	  tasa	  similar	  de	  respuestas	  a	  regímenes	  de	  quimioterapia	   de	   primera,	   segunda	   e	   incluso	   líneas	   posteriores139,	   el	   uso	   de	  vinblastina	   en	   primera	   línea	   estaría	   justificado	   como	   consecuencia	   de	   su	   baja	  toxicidad	  y	  buena	  tolerancia.	  Lo	  más	  importante	  para	  los	  pacientes	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  es	  mantener	  su	  tumor	  estabilizado	  para	  no	  sufrir	  las	  consecuencias	  del	  crecimiento	   tumoral.	  En	  este	  aspecto,	   la	  supervivencia	   libre	  de	  progresión	  en	   los	  pacientes	   de	   este	   estudio	   (definida	   como	   la	   necesidad	   de	   una	   segunda	   línea	   de	  tratamiento	   con	   quimioterapia	   o	   radioterapia)	   fue	   del	   60%,	   totalmente	  comparable	  e	  incluso	  en	  el	  limite	  alto	  de	  otros	  regímenes	  de	  quimioterapia	  (tabla	  suplementaria	   3	   del	   primer	   artículo),	   pero	   con	   una	   toxicidad	   para	   el	   paciente	  mucho	  menor.	  	  	   La	   respuesta	   al	   tratamiento	   de	   la	   agudeza	   visual	   y	   de	   las	   alteraciones	  campimétricas	  están	  muy	  poco	  valoradas	  en	  los	  ensayos	  clínicos	  y	  en	  los	  estudios	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prospectivos	  publicados	  hasta	  la	  fecha	  en	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos.	  Es	  de	  reseñar	   que	   en	   este	   estudio,	   solo	   4	   de	   todos	   los	   pacientes	   evaluables	   para	   la	  respuesta	  visual	   (24	  pacientes)	  presentaron	  empeoramiento	  de	   la	  visión	  durante	  el	   tratamiento.	   Estos	   resultados	   se	   pueden	   evaluar	   de	   manera	   favorable	   si	   se	  comparan	  con	  lo	  publicado	  en	  la	  literatura	  hasta	  la	  fecha170.	  	  
	  
5.1.6.-­‐	  Pacientes	  con	  neurofibromatosis	  tipo	  I	  	  	   Como	   ya	   se	   ha	   comentado	   en	   la	   introducción,	   hasta	   un	   15-­‐30%	   de	   los	  pacientes	   con	  NF-­‐1	  van	   a	  desarrollar	  un	   glioma	  de	  bajo	   grado16.	   La	  mayoría	   son	  gliomas	   de	   vías	   ópticas	   con	   histología	   de	   astrocitomas	   pilocíticos.	   En	   distintos	  estudios	   de	   quimioterapia,	   los	   pacientes	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   y	   NF-­‐1	   han	  demostrado	   tener	   mejor	   respuesta	   a	   los	   tratamientos	   que	   los	   pacientes	   que	   no	  presentan	  NF-­‐119,24-­‐27,29,33,49,123,157,171,172(tabla	  suplementaria	  4	  del	  primer	  artículo).	  Hasta	  la	  fecha,	  el	  tratamiento	  de	  primera	  elección	  que	  se	  utiliza	  en	  la	  mayor	  parte	  del	  mundo	  para	  los	  pacientes	  con	  NF-­‐1	  y	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  es	  la	  combinación	  de	   carboplatino	   y	   vincristina.	   El	   grupo	   de	   Toronto	   ya	   demostró	   que	   tras	   una	  progresión	   o	   refractariedad	   de	   un	   paciente	   con	  NF-­‐1	   y	   glioma	   de	   bajo	   grado,	   la	  supervivencia	   libre	   de	   eventos	   a	   5	   años	   con	   vinblastina	   era	   superior	   en	   los	  pacientes	   con	   NF-­‐1	   que	   en	   aquellos	   que	   no	   tenían	   NF-­‐1	   (75,0±15%	   frente	   a	  35,7±7,6%)25.	   Administrando	   en	   este	   estudio	   la	   vinblastina	   en	   primera	   línea	   de	  tratamiento,	  también	  demostramos	  una	  mejor	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  a	  5	  años	  con	  un	  85,1%	  (IC95%,	  68-­‐100%)	  en	  los	  pacientes	  con	  NF-­‐1	  comparado	  con	  un	  42,0%	   (IC95%,	  29,1-­‐60,7%)	   en	   los	  pacientes	   sin	  NF-­‐1	   (p=0,012).	  Además,	   en	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los	   pacientes	   que	   respondieron	   a	   la	   vinblastina,	   la	   mediana	   de	   tiempo	   a	   la	  respuesta	  para	  los	  pacientes	  con	  NF-­‐1	  fue	  de	  25,5	  semanas	  mientras	  que	  para	  los	  pacientes	   sin	  NF-­‐1	   fue	   de	   52	   semanas.	   Este	   dato,	   aunque	   no	   significativo	   podría	  sugerir	  que	  la	  respuesta	  es	  más	  rápida	  en	  los	  pacientes	  con	  neurofibromatosis.	  	  
	  
5.1.7.-­‐	  Pacientes	  mayores	  de	  10	  años	  	  	   En	  la	  mayoría	  de	  los	  centros	  dedicados	  al	  tratamiento	  de	  estos	  tumores,	  la	  recomendación	  para	  los	  pacientes	  mayores	  de	  10	  años	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  irresecables	   es	   todavía	   la	   radioterapia	   como	   tratamiento	   de	   primera	   línea.	   La	  radioterapia,	   como	   ya	   se	   ha	   comentado	   en	   la	   introducción,	   provoca	   efectos	  secundarios	  significativos	  a	  largo	  plazo.	  Los	  primeros	  estudios	  de	  quimioterapia	  en	  pacientes	   pediátricos	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   se	   hicieron	   en	   niños	   pequeños,	  con	   diferentes	   cortes	   en	   la	   edad	   máxima	   permitida	   según	   los	   distintos	   grupos	  cooperativos	   (menores	   de	   5	   años	   en	   SIOP	   y	   menores	   de	   10	   años	   en	   algunos	  estudios	  de	  Norteamérica).	  El	  mayor	  estudio	  publicado	  hasta	  la	  fecha	  en	  pacientes	  pediátricos	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  randomizaba	  la	  combinación	  de	  vincristina	  y	   carboplatino,	   con	   la	   combinación	   TPCV	   (tioguanina,	   procarbacina,	   CCNU	   y	  vincristina),	  y	  sólo	  incluía	  pacientes	  menores	  de	  10	  años51.	  Sirva	  de	  ejemplo	  que	  el	  protocolo	   actual	   de	   la	   Sociedad	   Internacional	   de	   Oncología	   Pediátrica	   (SIOP)	  aconsejaba,	   hasta	   hace	   muy	   poco,	   la	   radioterapia	   como	   tratamiento	   de	   primera	  línea	  en	  los	  pacientes	  mayores	  de	  8	  años	  que	  precisaran	  tratamiento	  tras	  la	  cirugía	  (SIOP-­‐LGG	   2004)124.	   Sin	   embargo,	   estudios	   de	   los	   últimos	   años	   sugieren	   que	   los	  adolescentes	  pueden	  obtener	  un	  buen	  control	  de	  sus	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  cuando	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se	  tratan	  con	  quimioterapia173-­‐175.	  Además,	  la	  información	  que	  estamos	  obteniendo	  de	   los	   estudios	   biológicos	   sugieren	   que	   algunos	   pacientes	   pediátricos	   mayores	  podrían	  tener	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  con	  comportamiento	  menos	  agresivo63,176.	  En	  nuestro	   estudio,	   el	   43%	   de	   los	   pacientes	   eran	   mayores	   de	   10	   años.	   La	   tasa	   de	  respuesta,	   la	   supervivencia	   global,	   la	   supervivencia	   libre	   de	   enfermedad	   y	   la	  supervivencia	   libre	   de	   radioterapia	   fueron	   similares	   a	   los	   pacientes	   menores.	  Tampoco	  hubo	  diferencias	  respecto	  a	  la	  toxicidad.	  Esto	  es	  importante,	  porque	  este	  estudio	   demuestra	   que	   los	   pacientes	   mayores	   de	   10	   años	   con	   gliomas	   de	   bajo	  grado	   que	   precisen	   tratamiento	   más	   allá	   de	   la	   cirugía,	   pueden	   y	   deben	   recibir	  quimioterapia	   como	   primera	   línea	   de	   tratamiento,	   con	   el	   objetivo	   de	   no	  administrar	  o	  posponer	  el	  uso	  de	  la	  radioterapia.	  	  	  
5.1.8.-­‐	  Estudios	  biológicos	  
	  	   Este	   es	   el	   primer	   ensayo	   clínico	   prospectivo	   que	   ha	   correlacionado	   la	  biología	  tumoral	  con	  los	  resultados.	  Como	  ya	  se	  ha	  explicado	  en	  la	  introducción,	  la	  alteración	   molecular	   más	   frecuente	   encontrada	   en	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	  pediátricos	   implica	   a	   BRAF54,	   un	   miembro	   distal	   de	   la	   familia	   serin-­‐treonin-­‐quinasa-­‐RAS	  y	  un	  regulador	  clave	  de	  la	  vía	  proteína	  quinasa	  activada	  por	  mitógeno	  (MAPK)	  responsable	  de	  controlar	  la	  división,	  diferenciación	  e	  invasión	  celular.	  Los	  estudios	  moleculares	  han	  demostrado	  que	  la	  mayoría	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  presentan	  una	  fusión	  entre	  el	  dominio	  activador	  MAPK	  de	  BRAF	  y	  otro	  gen,	  el	  KIAA154962.	  Algunas	  publicaciones	  han	  demostrado	  también	  que	  la	  fusión	  BRAF:KIAA1549	   otorgaría	   a	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   un	   fenotipo	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menos	   agresivo	   y	  por	   lo	   tanto	  un	  pronóstico	  mejor63.	   La	  mutación	  BRAF	  V600E,	  que	  resulta	  de	  la	  sustitución	  de	  una	  valina	  por	  ácido	  glutámico	  en	  el	  codon	  600	  del	  gen	  BRAF,	  es	   la	  mutación	  más	   frecuente	  en	  estos	   tumores.	  Algunos	  estudios	  han	  sugerido	  una	  peor	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  en	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  con	   la	  mutación	   BRAF	  V600E64,153	   y	   un	   aumento	   del	   riesgo	   de	   transformación	   a	  gliomas	  de	  alto	  grado	  cuando	  asocian	  además	  la	  deleción	  en	  CDKN2A66,177.	  Con	  las	  limitaciones	   de	   una	   serie	   pequeña	   de	   pacientes,	   en	   el	   estudio	   no	   se	   observó	  ninguna	  implicación	  pronóstica	  que	  se	  correlacionara	  con	  el	  estado	  de	  BRAF	  en	  los	  pacientes.	   Debido	   a	   que	   en	   nuestro	   estudio,	   una	   proporción	   significativa	   de	   los	  pacientes	  no	  se	  biopsiaron	  (un	  31%	  del	  total),	  el	  papel	  de	  las	  alteraciones	  de	  BRAF	  se	  recomienda	  sea	  estudiado	  en	  ensayos	  clínicos	  de	  mayor	  envergadura	  con	  mayor	  número	  de	  pacientes.	  	  	  
5.1.9.-­‐	  Calidad	  de	  vida	  
	  
	   Este	  es	  el	  primer	  ensayo	  clínico	  prospectivo	  que	  incluye	  la	  evaluación	  de	  la	  calidad	   de	   vida	   durante	   el	   tratamiento	   de	   pacientes	   pediátricos	   con	   gliomas	   de	  bajo	   grado.	   A	   los	   pacientes	   y/o	   a	   sus	   padres	   se	   les	   hizo	   el	   cuestionario	   “PedsQL	  Brain	  Tumor	  Module”	  que	  ha	  sido	  validado	  para	  menores	  entre	  2	  y	  18	  años	  y	  que	  consta	   de	   24	   ítems	   que	   identifican	   problemas	   cognitivos,	   dolor,	   movimiento	   y	  equilibrio,	  ansiedad,	  náuseas	  y	  preocupaciones178.	  Demostramos	  en	  el	  estudio	  que	  en	  los	  pacientes	  en	  tratamiento	  con	  vinblastina	  no	  cambiaron	  las	  puntuaciones	  de	  la	   calidad	   de	   vida	   durante	   el	   tratamiento	   (tabla	   1	   del	   primer	   artículo).	   Además,	  aprendimos	  las	  limitaciones	  que	  tiene	  el	  hacer	  un	  estudio	  que	  incluya	  la	  evaluación	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5.2.-­‐	  AVANCES	  EN	  EL	  CONOCIMIENTO	  MOLECULAR	  DE	  LOS	  GLIOMAS	  DE	  BAJO	  
GRADO	  PEDIÁTRICOS	  	  	   Este	   estudio	   define	   las	   características	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	  pediátricos	  que	  presentan	  la	  mutación	  BRAF	  V600E.	  Para	  ello,	  se	  realizó	  de	  forma	  retrospectiva	  el	  análisis	  de	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  en	  todos	  aquellos	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  en	  los	  que	  había	  muestra	  histológica	  de	  la	  cohorte	  del	  hospital	  SickKids	  de	   Toronto	   entre	   1985	   y	   2015	   (510	   pacientes).	   Además	   se	   obtuvo	   una	   cohorte	  independiente	   internacional	   de	   180	   pacientes	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   que	  presentaban	  la	  mutación	  BRAF	  V600E.	  	  	  
5.2.1.-­‐	   La	   mutación	   BRAF	   V600E	   es	   frecuente	   en	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	  
pediátricos	  	  	   La	  mutación	  BRAF	  V600E	  se	  ha	  estudiado	  ampliamente	  en	  algunos	  tumores	  de	   la	   edad	   adulta	   como	   el	  melanoma,	   el	   carcinoma	  papilar	   de	   tiroides,	   el	   cáncer	  colorectal	  y	  el	  cáncer	  de	  pulmón,	  así	  como	  en	  algunos	  tumores	  pediátricos	  como	  la	  histiocitosis	  de	   células	  de	  Langerhans179.	  Tras	   conocer	   esta	   información,	   algunos	  grupos	   estudiaron	   la	   incidencia	   de	   la	  mutación	   BRAF	   V600E	   en	   los	   tumores	   del	  sistema	   nervioso	   central180-­‐182.	   Estos	   estudios	   mostraron	   que	   está	   mutación	   se	  encuentra	  sobre	   todo	  en	   los	  gliomas.	  Cuando	  se	   incluía	  el	  análisis	  de	   los	  gliomas	  pediátricos,	   la	   incidencia	   de	   BRAF	   V600E	   en	   los	   gliomas	   de	   alto	   grado	   era	   de	  aproximadamente	   el	   10-­‐15%	   de	   los	   casos	   y	   en	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   se	  describían	   incidencias	   altas	   en	   algunos	   subtipos	   histológicos	   como	   los	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xantoastrocitomas	   pleomórficos	   (alrededor	   de	   un	   65-­‐70%)	   o	   los	   gangliogliomas	  (alrededor	  de	  un	  15-­‐35%).	  Hasta	  la	  fecha	  no	  se	  había	  hecho	  un	  análisis	  tan	  extenso	  estudiando	  una	  cohorte	  que	  incluyera	  todos	  los	  subtipos	  de	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos.	  	  	  	  	   Para	   calcular	   la	   incidencia	   real	   de	   esta	   mutación	   en	   nuestra	   cohorte,	  decidimos	  analizar	  con	  este	  objetivo	  todos	  los	  tumores	  (no	  solo	  los	  que	  precisaron	  tratamiento	  tras	  la	  cirugía)	  recogidos	  entre	  los	  años	  2000	  y	  2015,	  pues	  teníamos	  el	  estudio	   de	   la	   mutación	   realizado	   en	   el	   90%	   de	   los	   casos	   (405/449).	   Podemos	  concluir	  que	  la	  incidencia	  de	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  en	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  es	  del	  17%	  (Tabla	  1	  del	  segundo	  artículo).	  Además,	  los	  tumores	  con	  la	  mutación	  se	  podían	  observar	  en	  todas	   la	  edades	  y	  en	  todas	   las	   localizaciones.	  De	  hecho,	   observamos	   una	   incidencia	   superior	   a	   la	   esperada	   de	   tumores	   con	   la	  mutación	   en	   la	   línea	   media.	   Globalmente,	   un	   33%	   de	   los	   tumores	   mutados	   se	  originaron	   en	   la	   línea	  media,	   incluyendo	   el	   diencéfalo	   y	   el	   tronco	   cerebral.	   Este	  dato	  es	  fundamental,	  pues	  a	  veces	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  en	  estas	  localizaciones	  no	  se	  biopsian	  y	  se	  tratan	  de	  acuerdo	  con	  los	  hallazgos	  radiológicos.	  Esto	  significa	  que	  si	  no	  biopsiamos	  estos	  tumores,	  dejaremos	  de	  obtener	  una	   información	  muy	  valiosa	  sobre	  la	  biología	  del	  tumor,	  como	  por	  ejemplo,	  la	  detección	  de	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  y	  la	  posibilidad	  de	  tratamiento	  con	  un	  inhibidor	  de	  la	  misma.	  	  	  	   Como	   esperábamos	   por	   las	   publicaciones	   previas67,74,80,182,	   las	   incidencias	  más	   altas	   de	   la	   mutación	   se	   observaron	   en	   los	   xantoastrocitomas	   pleomórficos	  (78%)	  y	  en	  los	  gangliogliomas	  (45%).	  La	  incidencia	  en	  los	  gangliogliomas	  fue	  algo	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más	   alta	   de	   los	   esperado,	   pues	   la	   literatura	   reflejaba	   entre	   un	   15	   y	   un	   35%	   de	  casos65,67,80,181,182.	   Lo	   más	   significativo	   de	   nuestros	   resultados	   en	   cuanto	   a	   los	  subtipos	   histológicos	   con	   la	   mutación	   es	   la	   incidencia	   de	   BRAF	   V600E	   en	   los	  astrocitomas	  difusos	  (43%)	  y	  otros	  astrocitomas	  grado	  I	  de	  la	  OMS	  (20%)	  (Tabla	  1	  del	  segundo	  artículo).	  	  
5.2.2.-­‐	  Los	  gliomas	  pediátricos	  de	  bajo	  grado	  con	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  presentan	  
mal	  pronóstico	  con	  los	  tratamientos	  convencionales	  	  	   Para	   los	   análisis	   de	   supervivencia	   utilizamos	   los	   510	   pacientes	   de	   la	  muestra	   con	  una	  mediana	  de	   seguimiento	  de	   7	   años	   (rango,	   0,01	   –	   28	   años).	   La	  supervivencia	   libre	   de	   progresión	   (SLE)	   de	   los	   tumores	   con	   la	   mutación	   es	  significativamente	   peor	   que	   aquellos	   que	   no	   presentan	   la	  mutación.	   	   La	   SLE	   a	   5	  años	  y	  a	  10	  años	  para	  los	  tumores	  mutados	  fue	  del	  50,1%	  (IC	  95%,	  38,1	  a	  62,1)	  y	  27%	  (IC	  95%,	  	  12,1	  a	  41,9)	  respectivamente.	  La	  SLE	  a	  5	  y	  10	  años	  para	  los	  tumores	  sin	  la	  mutación	  fue	  del	  72,8%	  (IC	  95%,	  67,9	  a	  77,7)	  y	  60,2%	  (IC	  95%,	  53,3	  a	  67,1)	  respectivamente.	  Las	  diferencias	  fueron	  significativas	  (p<0,0001).	  Estos	  resultados	  indican	   que	   aquellos	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   con	   la	   mutación	   BRAF	   V600E	  presentan	  un	  alto	  riesgo	  de	  progresión	  a	  pesar	  de	  los	  tratamientos	  convencionales	  y	  que	  van	  a	  requerir	  múltiples	  líneas	  de	  tratamiento	  durante	  muchos	  años	  después	  del	   diagnóstico.	   En	   cuanto	   a	   la	   supervivencia	   global,	   esta	   fue	   a	   los	   10	   años	   del	  83,9%	   (IC	  95%,	  72,5	   a	  95,6)	  para	   los	  pacientes	   con	   la	  mutación	  y	  del	  92,1%	   (IC	  95%,	  88,6	  a	  95,6)	  para	  aquellos	  que	  no	  presentaron	  la	  mutación.	  Esta	  diferencia	  no	  fue	  significativa	  (p=0,183)	  (Figuras	  1A	  y	  1B	  del	  segundo	  articulo).	  Es	   importante	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destacar	   que	   se	   observaron	   fallecimientos	   de	   pacientes	   con	   la	   mutación	   BRAF	  V600E	  hasta	  25	  años	  después	  del	  diagnóstico.	  	  	  	   Para	   determinar	   por	   qué	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   que	  presentan	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  tienen	  una	  evolución	  peor	  que	  aquellos	  sin	  la	  mutación,	  analizamos	  el	  efecto	  que	  tienen	  las	  distintas	  modalidades	  de	  tratamiento	  actuales:	  cirugía,	  radioterapia	  y	  quimioterapia.	  	  	  
5.2.2.1.-­‐	  Respuesta	  a	   la	  cirugía	  de	   los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  con	   la	  mutación	  BRAF	  
V600E	  
	  	   En	  cuanto	  a	  la	  cirugía,	  normalmente	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  que	  alcanzan	  una	   resección	   quirúrgica	   completa	   no	   suelen	   recaer	   posteriormente.	   En	   nuestro	  estudio,	  a	  pesar	  de	  que	  en	  el	  44,4%	  de	  los	  casos	  con	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  se	  obtuvo	   una	   resección	   quirúrgica	   completa,	   un	   número	   significativo	   de	   los	  pacientes	  progresó	  tras	  la	  cirugía.	  La	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  a	  los	  5	  años	  en	   los	  pacientes	  con	   la	  mutación	  BRAF	  V600E	  para	   los	  pacientes	  que	  obtuvieron	  una	  resección	  completa	  o	  no,	   fue	  del	  67,8%	  (IC	  95%,46,8	  a	  88,8)	  y	  del	  38,8%	  (IC	  95%,	   24,1	   a	   53,5)	   respectivamente.	   Estas	   diferencias	   fueron	   estadísticamente	  significativas	   (p=0,01)	   (Figura	   2A	   del	   segundo	   artículo).	   Estas	   cifras	   contrastan	  claramente	   con	   los	   pacientes	   sin	   la	   mutación	   BRAF	   V600E,	   en	   los	   que	   la	  supervivencia	   libre	   de	   progresión	   a	   5	   años	   para	   los	   que	   obtuvieron	   o	   no	   una	  resección	   completa	   fue	   del	   95,9%	   (IC	   95%,	   95,2	   a	   99,6)	   y	   53,3%	   (IC	   95%,	   46	   a	  61,7)	  respectivamente	  (p=8.18e-­‐13).	  Estos	  hallazgos	  demuestran	  que	  los	  gliomas	  de	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bajo	   grado	   pediátricos	   que	   presentan	   la	   mutación	   BRAF	   V600E	   tienen	   un	  comportamiento	   muy	   diferente	   en	   cuanto	   al	   dogma	   tradicional	   quirúrgico,	   que	  incluye	   que	   glioma	   de	   bajo	   grado	   con	   resección	   macroscópica	   completa	   es	   un	  glioma	   con	   mínimas	   posibilidades	   de	   progresión.	   Sin	   embargo,	   lo	   que	   estos	  resultados	  traducen	  es	  que	  ante	  un	  glioma	  de	  bajo	  grado	  con	  la	  mutación	  en	  el	  que	  obtengamos	   una	   resección	   completa,	   debemos	   mantener	   una	   vigilancia	   muy	  estrecha	  porque	  las	  posibilidades	  de	  recaída/progresión	  son	  importantes.	  	  	  
5.2.2.2.-­‐	  Respuesta	  a	   la	   radioterapia	  de	   los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	   con	   la	  mutación	  
BRAF	  V600E	  
	  	   El	   pronóstico	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   tratados	   con	  radioterapia	   se	   asocia	   en	   condiciones	   normales	   a	   una	   supervivencia	   libre	   de	  progresión	  a	  los	  5	  años	  del	  80%109.	  En	  nuestro	  estudio,	  el	  24%	  de	  los	  pacientes	  con	  la	  mutación	  recibió	  radioterapia.	  La	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  a	  los	  5	  y	  10	  años	  tras	  la	  administración	  de	  radioterapia	  	  fue	  del	  42,2%	  (IC	  95%,	  20,6	  a	  63,8)	  y	  28,1%	   (IC	   95%,	   6,7	   a	   49,5)	   respectivamente.	   Estos	   resultados	   son	   claramente	  desfavorables	  y	  traducen	  una	  muy	  pobre	  respuesta	  a	  un	  tratamiento,	  que	  aunque	  actualmente	  se	  tiende	  a	  evitar	  por	  sus	  secuelas	  a	  largo	  plazo,	  es	  muy	  efectivo	  en	  el	  control	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   (figura	   suplementaria	   1A	   del	  segundo	  artículo).	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5.2.2.3.-­‐	  Respuesta	  a	  la	  quimioterapia	  convencional	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  con	  
la	  mutación	  BRAF	  V600E	  
	  	   El	   pronóstico	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   tratados	   con	  quimioterapia	   se	   asocia	   en	   condiciones	   normales	   a	   una	   supervivencia	   libre	   de	  progresión	  a	   los	  5	  años	  de	  aproximadamente	  el	  50%51,154.	  En	  nuestro	  estudio,	   el	  32%	  de	  los	  pacientes	  con	  la	  mutación	  recibió	  quimioterapia.	  La	  supervivencia	  libre	  de	   progresión	   a	   los	   5	   años	   tras	   la	   administración	   de	   quimioterapia	   de	   primera	  línea	   	   fue	   del	   30,4%	   (IC	   95%,	   13,3	   a	   47,5).	   Estos	   resultados	   reflejan	   que	  aproximadamente	  el	  70%	  de	  los	  pacientes	  con	  la	  mutación	  van	  a	  precisar	  al	  menos	  de	  una	  segunda	  línea	  de	  tratamiento	  convencional	  (quimioterapia	  o	  radioterapia)	  en	  los	  5	  años	  que	  siguen	  al	  diagnóstico,	  y	  como	  se	  ha	  citado	  anteriormente,	  muchos	  de	  estos	  pacientes	  precisaran	  de	  más	  de	  dos	  líneas	  de	  tratamiento	  quimioterápico.	  	  
	  
	   La	  mala	  evolución	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  con	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  tras	  la	  cirugía,	  la	  quimioterapia	  y/o	  la	  radioterapia	  nos	  sugieren	  que	  estos	  tumores	  son	  muy	  diferentes	  al	  resto	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos.	  	  	  
5.2.3.-­‐	  CDKN2A	   identifica	  un	  subgrupo	  de	  peor	  pronóstico	  dentro	  de	   los	  gliomas	  de	  
bajo	  grado	  pediátricos	  con	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  
	  	   El	   gen	   CDKN2A	   (también	   conocido	   como	   inhibidor	   de	   la	   quinasa	  dependiente	  de	  ciclina	  A2)	  está	  localizado	  en	  el	  cromosoma	  9p21.3.	  Codifica	  para	  dos	  proteínas,	  la	  proteína	  p16	  (o	  p16INK4a)	  y	  la	  proteína	  p14arf.	  Ambas	  proteínas	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actúan	   como	  genes	   supresores	   regulando	  el	   ciclo	   celular.	   La	  proteína	  p16	   inhibe	  las	   quinasas	   4	   y	   6	   dependientes	   de	   ciclinas	   (CDK4	   y	   CDK6)	   activando	   la	   familia	  retinoblastoma	   de	   proteínas	   que	   bloquean	   el	   ciclo	   celular	   de	   G1	   a	   la	   fase	   S.	   La	  proteína	  p14ARF	  activa	  el	  gen	  supresor	  de	  tumores	  p53.	  Las	  mutaciones	  somáticas	  de	  CDKN2A	  son	  frecuentes	  en	  la	  mayoría	  de	  tumores	  en	  humanos	  y	  se	  estima	  que	  CDKN2A	  es	  el	   segundo	  gen	  más	   frecuentemente	   inactivado	  en	  el	   cáncer	  después	  del	  gen	  p53.	  En	  muchos	  tipos	  de	  tumores,	  las	  alteraciones	  en	  CDKN2A	  actúan	  como	  una	   alteración	   secundaria	   permitiendo	   a	   la	   célula	   tumoral	   “escapar”	   de	   la	  regulación	   del	   ciclo	   celular	   y	   aumentar	   su	   malignidad183,184.	   En	   los	   gliomas	  pediátricos	  de	  bajo	  grado,	   la	  pérdida	  de	  CDKN2A	  se	  ha	  asociado	  al	  “escape”	  de	  la	  senescencia	   inducida	   por	   el	   oncogén185	   sobre	   todo	   cuando	   se	   combinan	   con	  mutaciones	   de	   BRAF.	   El	   grupo	   de	   Toronto	   había	   publicado	   previamente	   que	   los	  gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   que	   se	   transforman	   a	   gliomas	   de	   alto	   grado	  (2,9%	   de	   los	   casos)	   tienen	   una	   alta	   incidencia	   de	   la	   mutación	   BRAF	   V600E	   en	  combinación	  con	  la	  deleción	  CDKN2A66.	   	  Con	  esta	  información	  decidimos	  analizar	  CDKN2A	   en	   todos	   los	   casos	   posibles	   de	   nuestra	   cohorte	   para	   ver	   cual	   era	   el	  comportamiento	  de	  estos	  tumores.	  	  	  	   El	  estado	  de	  CDKN2A	  fue	  realizado	  en	  403	  de	  las	  510	  muestras	  de	  nuestro	  hospital	  (SickKids,	  Toronto).	  En	  algunos	  tumores	  no	  se	  pudo	  obtener	  por	  muestra	  insuficiente	  o	  por	  no	  poder	  obtener	  DNA	  para	  la	  realización	  de	  la	  técnica.	  El	  25%	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  con	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  y	  el	  17%	  de	  los	  que	  no	  tenían	  la	  mutación	  	  presentaban	  una	  deleción	  en	  CDKN2A.	  A	  pesar	  de	  que	  cuando	  se	   analizaron	   todos	   los	   casos,	   la	   deleción	   de	   CDKN2A	   se	   asociaba	   a	   una	   peor	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supervivencia	  global	  y	  una	  peor	  supervivencia	   libre	  de	  progresión,	  el	   impacto	  de	  esta	   alteración	   se	   concentraba	  en	   los	   casos	   con	   la	  mutación	  BRAF	  V600E	   (figura	  suplementaria	   2	   del	   segundo	   artículo).	   La	   supervivencia	   libre	   de	   progresión	   a	   5	  años	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   con	   la	  mutación	   BRAF	  V600E	   fue	  diferente	  según	  el	  estado	  de	  CDKN2A:	  un	  24%	  (IC	  95%,	  1,9	  a	  46,1)	  para	   los	  que	  presentaron	  la	  deleción	  de	  CDKN2A	  y	  un	  68,7%	  (IC	  95%,	  52,8	  a	  70,2)	  para	  los	  que	  tenían	  el	  CDKN2A	  balanceado	  (p=0,005)	  (figura	  2C	  del	  segundo	  artículo).	  	  	  	   Para	  poder	  demostrar	  o	  validar	  que	  los	  resultados	  obtenidos	  en	  los	  gliomas	  de	   bajo	   grado	   con	   la	  mutación	  BRAF	  V600E	   de	   nuestro	   hospital	   (SickKids)	   eran	  reales,	  decidimos	  reunir	  una	  cohorte	  de	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  con	   la	  mutación	   BRAF	   V600E.	   Se	   obtuvieron	   180	   tumores	   de	   180	   pacientes	   de	   18	  hospitales	   internacionales.	   Las	   características	   de	   ambas	   cohortes	   (SickKids	   e	  Internacional)	  se	  pueden	  ver	  en	  la	  tabla	  suplementaria	  1	  del	  segundo	  artículo.	  La	  supervivencia	  global	  y	  la	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  fueron	  similares	  en	  las	  dos	   cohortes	   (figura	  3	  del	   segundo	  artículo).	   Igual	  que	   se	  había	   visto	   en	  nuestra	  cohorte,	  la	  resección	  incompleta	  se	  asociaba	  con	  mal	  pronóstico	  en	  estos	  pacientes	  (p=0,0001)	  (figura	  2B	  del	  segundo	  artículo)	  y	   la	  deleción	  de	  CDKN2A	  también	  se	  asoció	  con	  peor	  pronóstico	  (p=0,02)	  (figura	  2D	  del	  segundo	  artículo).	  	  	  	   En	  un	  modelo	  predictivo	  que	  realizamos	  en	  ambas	  cohortes,	  la	  combinación	  de	  resección	  incompleta,	  mutación	  BRAF	  V600E	  y	  deleción	  de	  CDKN2A	  identificó	  un	  grupo	  de	  altísimo	  riesgo	  dentro	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  (tabla	  2	   del	   segundo	   artículo).	   La	   supervivencia	   libre	   de	   progresión	   a	   5	   años	   para	   los	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pacientes	   con	   la	   mutación	   BRAF	   V600E	   +	   la	   deleción	   CDKN2A	   y	   una	   resección	  incompleta	  fue	  del	  24%	  (IC	  95%,	  1,9	  a	  46,1)	  en	  la	  cohorte	  del	  SickKids	  y	  del	  15%	  (IC	  95%,	  0	  a	  42)	  en	  la	  cohorte	  internacional.	  	  	  	  
5.2.4.-­‐	  Los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  con	  la	  mutación	  BRAF	  V600E	  responden	  
peor	  a	  la	  quimioterapia	  convencional	  	  	   Además	   de	   analizar	   la	   supervivencia	   global	   y	   la	   supervivencia	   libre	   de	  progresión	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado,	   decidimos	   analizar	   la	   respuesta	   a	   la	  quimioterapia	  de	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  con	  la	  mutación	  BRAF	  V600E.	  Para	  ello	  analizamos	   el	   tamaño	   del	   tumor	   en	   las	   resonancias	  magnéticas	   de	   los	   pacientes	  antes	   de	   iniciar	   el	   tratamiento	   con	   quimioterapia,	   y	   a	   los	   6	   meses	   de	   su	  administración.	  A	   los	  6	  meses	  del	  tratamiento,	  sólo	  el	  23%	  de	  los	  tumores	  con	  la	  mutación	   BRAF	   V600E	   presentaron	   una	   respuesta	   objetiva	   a	   la	   quimioterapia	  convencional	   (>25%	   de	   reducción	   del	   tumor).	   Además,	   el	   24%	   de	   los	   tumores	  presentaron	  progresión	  intratratamiento,	  precisando	  un	  cambio	  del	  mismo	  a	  otra	  línea	  de	  quimioterapia	  o	  a	  radioterapia.	  Esto	  es	  algo	  poco	  habitual	  en	  los	  gliomas	  de	   bajo	   grado	   pediátricos	   tratados	   con	   protocolos	   convencionales51.	   Lo	   más	  interesante	  es	  que	  esta	  baja	   tasa	  de	  respuesta	  no	  se	  modificó	  según	  utilizáramos	  primera,	  segunda	  o	  tercera	  línea	  de	  tratamiento	  (figura	  3	  del	  segundo	  artículo).	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5.2.5.-­‐	   Los	   inhibidores	   BRAF	   V600E	   como	   alternativa	   de	   tratamiento	   en	   estos	  
pacientes	  	  	   Los	  inhibidores	  de	  BRAF	  V600E	  se	  vienen	  utilizando	  ya	  desde	  hace	  muchos	  años	   en	  adultos	   con	  melanoma	  con	  buenos	   resultados	  y	  buena	   tolerancia186.	   Los	  ensayos	  clínicos	  en	  gliomas	  pediátricos	  con	   inhibidores	  de	  BRAF	  V600E	  están	  en	  desarrollo	  y	  todavía	  no	  conocemos	  los	  resultados	  definitivos.	  Sin	  embargo,	  existen	  ya	   multitud	   de	   casos	   recogidos	   en	   la	   literatura	   de	   pacientes	   pediátricos	   con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  y	  mutación	  BRAF	  V600E	  que	  han	  tenido	  respuestas	  a	  estos	  fármacos81,187-­‐189.	   Recogimos	   en	   nuestro	   hospital	   y	   en	   los	   hospitales	  internacionales,	   el	   número	   de	   casos	   de	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   pediátricos	   que	  habían	   sido	   tratados	   con	   inhibidores	   de	   BRAF	   V600E	   por	   uso	   compasivo.	  Recogimos	  un	   total	  de	  6	  casos	  que	  habían	  recibido	  un	   inhibidor	  de	  BRAF	  V600E	  por	  progresión	  tras	  tratamientos	  convencionales.	  Los	  6	  pacientes	  presentaron	  una	  respuesta	  muy	  significativa	  al	  tratamiento	  dirigido	  con	  el	  inhibidor	  con	  reducción	  tumoral	   del	   49	   al	   80%	   en	   los	   6	   casos	   medida	   por	   RM	   (figura	   3	   del	   segundo	  artículo).	  Actualizado	  a	  fecha	  del	  15	  de	  Mayo	  de	  2017,	  los	  6	  pacientes	  recogidos	  en	  la	   publicación,	   continuaban	   recibiendo	   el	   inhibidor	   de	   BRAF	   V600E	   con	   una	  mediana	  de	  seguimiento	  desde	  que	  se	   inició	  el	  tratamiento	  de	  18,5	  meses	  (rango	  15	  –	  36	  meses).	  En	  uno	  de	   los	  pacientes	  el	   inhibidor	  se	  suspendió	  tras	  2	  años	  de	  tratamiento.	  El	  paciente	  desarrolló	  progresión	  clínica	  y	  radiológica,	  el	  inhibidor	  se	  administró	   de	   nuevo	   y	   el	   paciente	   volvió	   a	   responder	   desde	   el	   punto	   de	   vista	  clínico	   y	   también	   radiológico.	   Todavía	   no	   conocemos	   los	   efectos	   secundarios	   de	  estos	   tratamientos	   a	   largo	   plazo,	   ni	   tampoco	   los	  mecanismos	   de	   resistencia	   que	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5.3.-­‐	  CARACTERÍSTICAS	  MOLECULARES	  Y	  CLÍNICAS	  DE	  LOS	  LACTANTES	  CON	  
GLIOMAS	  DE	  BAJO	  GRADO	  	  
5.3.1.-­‐	  Gliomas	  de	  bajo	  grado	  en	  lactantes	  	  	   Distintos	   estudios	  han	   identificado	  que	   los	   lactantes	   (menores	  de	  un	  año)	  con	   gliomas	   de	   bajo	   grado,	   tienen	   mal	   pronóstico	   con	   tratamientos	  convencionales27,49-­‐52.	  Además,	  como	  la	  cirugía	  tiene	  un	  papel	  muy	  limitado	  en	  los	  tumores	  de	   línea	  media,	  muchos	  de	  estos	   lactantes	  no	   son	  biopsiados	  y	   se	   inicia	  tratamiento	   por	   las	   características	   de	   imagen	   en	   las	   pruebas	   radiológicas,	  quedando	   el	   paciente	   sin	   confirmación	   histológica	   y	   por	   lo	   tanto	   sin	   estudios	  moleculares.	  	  	  	  	   En	  la	  tercera	  publicación,	  presentamos	  un	  caso	  de	  una	  lactante	  de	  2	  meses	  de	   edad	   que	   acude	   a	   la	   urgencia	   del	   hospital	   con	   síntomas	   de	   una	   semana	   de	  duración	  que	   consistían	  en	  nistagmo	  pendular,	  hipotonía,	   letargia	  y	   aumento	  del	  perímetro	   cefálico.	   Al	   examen	   físico,	   se	   apreció	   sólo	   percepción	   de	   la	   luz	   sin	  seguimiento	   de	   los	   objetos.	   Se	   realizó	   una	   RM	   que	   evidenció	   una	   gran	   masa	  supraselar	   con	   alta	   captación	  de	   gadolinio	  de	  40x39x60	  mm	  con	   efecto	  de	  masa	  asociado	  y	  hidrocefalia	  importante	  (figura	  1A	  del	  tercer	  artículo).	  No	  había	  historia	  familiar	   de	   cáncer	   ni	   de	   otros	   antecedentes	   significativos	   para	   el	   caso	   y	   en	   la	  exploración	  física	  no	  había	  signos	  de	  neurofibromatosis	  tipo	  I.	  Junto	  a	  la	  colocación	  de	  una	  válvula	  de	  derivación	  ventrículo-­‐peritoneal	  se	  decidió	  realizar	  una	  biopsia	  de	   la	   tumoración.	   La	   anatomía	   patológica	   confirmó	   el	   diagnóstico	   de	   glioma	   de	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bajo	   grado	   (OMS	   grado	   I).	   La	   inmunohistoquímica	   fue	   positiva	   para	   la	  mutación	  BRAF	  V600E	  y	  este	  dato	  se	  confirmó	  utilizando	  la	  ddPCR.	  Se	  inició	  quimioterapia	  convencional	   con	   vinblastina	   semanal.	   Sin	   embargo,	   en	   un	   tiempo	  muy	  breve,	   el	  paciente	  desarrollo	  ascitis	  con	  tensión	  intracraneal	  elevada	  e	  hiponatremia	  grave	  (Na	   117	   mmol/L).	   Además,	   el	   paciente	   presentó	   características	   de	   síndrome	  diencefálico	   incluyendo	   bajo	   peso	   (percentil	   <3)	   y	   un	   alto	   porcentaje	   de	   la	  predicción	  del	  gasto	  de	  energía	  en	  reposo	  medido	  con	  calorimetría	  (162%)	  a	  pesar	  de	   un	   aporte	   calórico	   adecuado.	   El	   paciente	   precisó	   de	   ingreso	   en	   UCIP	   para	   su	  tratamiento	   y	   vigilancia.	   La	   RM	   craneal	   realizada	   a	   los	   40	   días	   del	   diagnóstico	  evidenció	   progresión	   de	   la	   masa	   supraselar	   con	   un	   aumento	   significativo	   del	  tumor	   (81x72x66	  mm)	   (figura	   1B	  del	   tercer	   artículo).	   Ante	   la	   rápida	  progresión	  tumoral	  y	  el	  deterioro	  clínico	  de	  la	  paciente,	  con	  claro	  riesgo	  vital,	  se	  decide	  iniciar	  tratamiento	   con	   dabrafenib	   (inhibidor	   de	   BRAF	   V600E)	   por	   uso	   compasivo.	   La	  paciente	  comienza	  el	  tratamiento	  y	  en	  2	  semanas	  ya	  se	  aprecia	  una	  mejoría	  clínica	  significativa	  con	  disminución	  de	  la	  ascitis,	  normalización	  de	  los	  niveles	  de	  sodio	  en	  sangre	  e	  inicio	  de	  la	  tolerancia	  oral.	  Al	  mes	  del	  inicio	  del	  tratamiento	  la	  paciente	  se	  encontraba	  en	  su	  domicilio	  con	  buena	  tolerancia	  oral,	  con	  mejoría	  del	  nistagmus	  y	  con	  mejoría	  visual,	  capaz	  de	  seguir	  los	  objetos	  con	  la	  mirada	  y	  mejorando	  también	  el	   nistagmo	  que	   ya	   era	   solo	   intermitente.	   En	   la	  RM	  a	   los	  dos	  meses	  de	   iniciar	   el	  tratamiento,	   se	   objetivó	   una	   reducción	   significativa	   en	   el	   tamaño	   del	   tumor	   del	  71%.	  La	  paciente	  ganó	  peso	  y	  en	  la	  calorimetría	  se	  evidenció	  una	  reducción	  de	  la	  predicción	  del	   gasto	   de	   energía	   en	   reposo	   en	  un	  30%.	   La	  RM	  a	   los	   10	  meses	   de	  iniciar	  el	   tratamiento	  confirmaba	   la	   reducción	   tumoral	   (38x29x20	  mm)	   (FIGURA	  1C	   DEL	   TERCER	   PAPER),	   con	   importante	   mejoría	   de	   la	   visión	   y	   un	   peso	   y	  
Discusión	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	   123	  
desarrollo	   psicomotor	   adecuados	   para	   su	   edad.	   La	   paciente	   no	   ha	   presentado	  efectos	  secundarios	  significativos	  con	  el	   fármaco	  salvo	  eczema	  moderado	  tratado	  con	  tratamiento	  tópico.	  	  	  
5.3.2.-­‐	  Prevalencia	  de	  las	  mutaciones	  BRAF	  en	  lactantes	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  
	  
	   Para	   conocer	   la	   prevalencia	   de	   la	  mutación	  BRAF	  V600E	   en	   los	   lactantes,	  revisamos	  todos	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  del	  hospital	  SickKids	  desde	  1985	   hasta	   201566.	   De	   889	   pacientes	   de	   los	   que	   se	   pudieron	   recoger	   datos,	   32	  tenían	  menos	  de	  un	  año.	  De	  los	  32	  pacientes,	  obtuvimos	  tejido	  en	  15	  (9	  pacientes	  no	   habían	   sido	   biopsiados	   y	   en	   8	   no	   había	   suficiente	   tejido	   para	   el	   análisis	  molecular).	   De	   los	   15	   pacientes	   en	   los	   que	   realizamos	   análisis	   molecular,	   5	  presentaron	   la	  mutación	   BRAF	   V600E	   (33%).	   En	   estos	   5	   pacientes,	   los	   tumores	  progresaron	   y	   requirieron	   múltiples	   tratamientos.	   	   De	   los	   4	   pacientes	   con	  suficiente	   seguimiento,	  1	  paciente	   falleció	  13	  años	  desde	  el	  diagnóstico	  debido	  a	  transformación	   maligna	   del	   tumor	   y	   los	   otros	   3	   han	   presentado	   secuelas	  neurocognitivas	  y	  endocrinas	  significativas	  (tabla	  1	  del	  tercer	  artículo).	  	  	  	   Como	   se	   ha	   afirmado	   anteriormente,	   distintas	   publicaciones	   describen	   el	  comportamiento	   más	   agresivo	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   en	   los	   pacientes	  menores	   de	   3	   años	   cuando	   son	   comparados	   con	   pacientes	   pediátricos	   de	  mayor	  edad27,49-­‐52.	  Además,	  estos	  pacientes	  van	  a	  requerir	  múltiples	  líneas	  de	  tratamiento	  quimioterápico,	   a	   veces	   múltiples	   cirugías	   y	   muchas	   veces	   tratamiento	   con	  radioterapia	   con	   la	   morbilidad	   asociada	   y	   las	   	   discapacidades	   posteriores	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asociadas	  al	  propio	  tumor,	  a	  la	  hidrocefalia	  y	  a	  los	  tratamientos	  recibidos.	  La	  alta	  prevalencia	  de	  alteraciones	  moleculares	  que	  pueden	  ser	  específicamente	  dirigidas	  con	   los	   nuevos	   tratamientos	  moleculares	   en	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado54,67	   y	   en	  particular	  nuestra	  serie	  de	   lactantes	  sin	  neurofibromatosis	  y	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado,	   con	   una	   incidencia	   de	   la	   mutación	   BRAF	   V600E	   del	   33%,	   abre	   una	  oportunidad	   para	   tratamientos	   precoces	   en	   este	   tipo	   de	   pacientes	   que	   pudieran	  mejorar	   la	   supervivencia	   y	   sobre	   todo	   la	   funcionalidad	   a	   largo	   plazo	   de	   estos	  pacientes.	  	  	  	   Actualmente	   existen	   ensayos	   clínicos	   abiertos	   en	   América	   del	   Norte	   y	  Europa	   con	   inhibidores	   de	   la	   mutación	   BRAF	   V600E	   (identificados	   en	  clinicaltrials.gov	   con	   los	   números	   1677741	   y	   1748149).	   Sin	   embargo,	   estos	  ensayos	   o	   excluyen	   directamente	   a	   los	   pacientes	   menores	   de	   12	   meses	   o	   no	  incluyen	  a	  los	  pacientes	  que	  no	  pueden	  tragar	  cápsulas,	  con	  los	  que	  este	  grupo	  de	  edad	   está	   excluido	   de	   estos	   ensayos.	   La	   eficacia,	   buena	   tolerancia	   y	   los	   escasos	  efectos	   segundarios	   a	   corto	   plazo	   mostrados	   por	   nuestro	   paciente	   hace	  recomendar	  la	  apertura	  de	  este	  tipo	  de	  ensayos	  a	  menores	  de	  1	  año.	  	  	  	   La	   mejoría	   de	   la	   visión	   en	   los	   pacientes	   pediátricos	   de	   bajo	   grado	   es	  raramente	  vista	  con	  los	  tratamientos	  convencionales,	  sobre	  todo	  cuando	  existe	  un	  déficit	  grave170.	  Esto	  es	  debido	  a	   la	  muerte	  neural,	   consecuencia	  del	  daño	  axonal	  retrógrado	   producido	   por	   la	   presión	   del	   tumor	   o	   de	   la	   hidrocefalia.	   La	   mejoría	  clara	  de	  la	  visión	  en	  nuestro	  paciente	  apoyaría	  la	  intervención	  precoz	  con	  este	  tipo	  de	  tratamientos	  dirigidos	  en	  estos	  casos.	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   El	  síndrome	  diencefálico	  es	  una	  alteración	  rara	  pero	  potencialmente	  mortal	  que	   se	   observa	   típicamente	   en	   niños	   muy	   pequeños	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	  localizados	  en	  el	  área	  hipotálamo-­‐quiasmática190.	  Es	  considerado	  un	  factor	  de	  mal	  pronóstico	   en	   la	   enfermedad	   localizada	   o	   diseminada27,49,190-­‐193.	   Definido	   por	  Russell	   en	  1951,	   se	   caracteriza	  por	  una	  desnutrición	   grave	   con	   fallo	   de	  medro	   a	  pesar	   de	   un	   aporte	   calórico	   adecuado	   y	   un	   crecimiento	   acorde	   con	   la	   edad	   del	  paciente.	   Además	   puede	   asociar	   actividad	   motora	   aumentada,	   palidez,	   vómitos,	  nistagmo	   y	   el	   lactante	   suele	   presentar	   un	   estado	   alegre	   mantenido	   que	   puede	  derivar	   incluso	  en	  euforia192,194,195.	  Tras	  el	   tratamiento	  del	   tumor,	   se	   recomienda	  una	  vigilancia	  intensiva	  para	  prevenir	  la	  obesidad	  y	  otras	  secuelas	  a	  largo	  plazo	  ya	  que	   la	  normalización	  del	  estado	  metabólico	  a	  medio-­‐largo	  plazo	  es	  muy	  difícil	  en	  estos	   pacientes196.	   La	   buena	   respuesta	   del	   síndrome	   diencefálico	   en	   el	   paciente	  publicado	   nos	   hace	   plantearnos	   muy	   seriamente	   la	   buena	   eficacia	   de	   los	  tratamientos	  precoces	  dirigidos	  en	  este	  tipo	  de	  pacientes.	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6.-­‐	  CONCLUSIONES	  	  1.-­‐	   La	   vinblastina	   es	   eficaz	   como	   quimioterapia	   de	   primera	   línea	   en	   pacientes	  pediátricos	   con	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   que	   precisen	   tratamiento	   adyuvante.	   Los	  pacientes	  se	  pueden	  beneficiar	  de	  un	  tratamiento	  con	  menor	  toxicidad	  comparado	  con	   otros	   regímenes	   de	   quimioterapia	   y	   con	   cifras	   similares	   en	   términos	   de	  supervivencia	  global,	  progresión	  libre	  de	  enfermedad	  y	  respuesta	  en	  aquellos	  con	  afectación	  de	  la	  visión.	  	  	  	  2.-­‐	  Se	  demuestra	  que	  en	  aquellos	  pacientes	  pediátricos	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  y	  neurofibromatosis	  tipo	  I,	  la	  vinblastina	  tiene	  una	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  significativamente	  mayor	  que	  en	  aquellos	  pacientes	  sin	  neurofibromatosis	  tipo	  I.	  	  	  3.-­‐	  La	  vinblastina	  es	  un	  tratamiento	  fácil	  de	  administrar	  y	  de	  bajo	  coste	  económico,	  tiene	  muy	   pocos	   efectos	   secundarios	   a	   corto	   plazo	   y	   excepcionalmente	   alguno	   a	  largo	   plazo.	   Se	   demuestra	   que	   los	   pacientes	   mantienen	   una	   calidad	   de	   vida	  adecuada	   durante	   su	   administración.	   Por	   todo	   ello,	   la	   implementación	   a	   nivel	  universal	  de	   la	  vinblastina	  como	  tratamiento	  de	  primera	   línea	  en	  estos	  pacientes	  se	  muestra	  muy	  prometedora,	  sobre	  todo	  en	  aquellos	  países	  de	  bajo	  y	  medio	  nivel	  socioeconómico	   en	   donde	   el	   aspecto	   económico	   y	   el	   de	   la	   toxicidad	   relacionada	  con	  el	  tratamiento	  son	  prioritarios.	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4.-­‐	   La	   incidencia	   de	   la	   mutación	   BRAF	   V600E	   en	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	  pediátricos	   es	   mayor	   que	   la	   esperada,	   con	   un	   predominio	   en	   los	   subtipos	  histológicos	  correspondientes	  al	  xantoastrocitoma	  pleomórfico,	  el	  ganglioglioma	  y	  el	   astrocitoma	   difuso.	   Más	   de	   un	   tercio	   de	   los	   gliomas	   de	   bajo	   grado	   con	   la	  mutación	  BRAF	  V600E	  se	  localizan	  en	  la	  línea	  media.	  	  	  5.-­‐	  La	  mutación	  BRAF	  V600E	  en	  los	  gliomas	  de	  bajo	  grado	  pediátricos	  se	  asocia	  con	  un	  peor	  pronóstico	  definido	  por	  una	  peor	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  y	  una	  peor	  respuesta	  a	   los	   tratamientos	  convencionales	  (quimioterapia	  y	  radioterapia).	  El	  mal	  pronóstico	  de	  está	  mutación	  se	  incrementa	  cuando	  se	  asocia	  a	  la	  deleción	  de	  CDKN2A.	  	  6.-­‐	   Los	   inhibidores	   de	   la	   mutación	   BRAF	   V600E	   pueden	   tener	   un	   papel	  fundamental	  en	  el	  tratamiento	  de	  estos	  tumores	  en	  un	  futuro	  muy	  próximo.	  Hacen	  falta	   más	   ensayos	   clínicos	   que	   demuestren	   su	   verdadera	   efectividad.	   Dadas	   las	  consecuencias	  de	  estas	  alteraciones	  moleculares	  en	   la	   respuesta	  al	   tratamiento	  y	  en	  el	  pronóstico	  de	  estos	  pacientes,	  se	  recomienda	  la	  biopsia	  de	  todos	  los	  pacientes	  pediátricos	  con	  gliomas	  de	  bajo	  grado,	  incluidos	  los	  menores	  de	  un	  año,	  para	  poder	  caracterizar	   molecularmente	   a	   estos	   tumores	   y	   disponer	   de	   una	   información	  pronóstica	  y	  terapéutica	  de	  vital	  importancia.	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7.-­‐	  ABREVIATURAS	  O	  ACRÓNIMOS	  	  CAR:	  “chimeric	  antigen	  receptor”	  CCNU:	  lomustina	  COG:	  “Children’s	  Oncology	  Group”	  CTLA-­‐4:	  “Cytotoxic	  lymphocyte	  antigen	  4”	  ddPCR:	  “Droplet	  digital	  Polymerase	  Chain	  Reaction”	  DIPG:	  Glioma	  difuso	  intrínseco	  pontino	  DNET:	  Tumor	  neuroepitelial	  disembrioplásico	  	  FGFR:	  “Fibroblast	  Growth	  Factor	  Receptors”	  HDAC:	  Inhibidores	  de	  la	  histona	  deacetilasa	  IMRT:	  Radioterapia	  de	  intensidad	  modulada	  MAPK:	  “Mitogen-­‐activated	  protein	  kinases”	  MEK:	  “mitogen-­‐activated	  protein	  kinase	  enzyme”	  mTOR:	  “mammalian	  target	  of	  rapamycin”	  NF-­‐1:	  Neurofibromatosis	  tipo	  I	  NOS:	  “not	  otherwise	  specified”	  NTRK:	  “Neurotrophic	  tyrosine	  kinase	  receptor”	  PBTC:	  “Pediatric	  Brain	  Tumor	  Consortium”	  PD-­‐1:	  “Programmed	  death	  1”	  RM:	  resonancia	  magnética	  SEGA:	  “Subependymal	  Giant	  Cell	  Astrocytoma”	  SFOP:	  Sociedad	  Francesa	  de	  Oncología	  Pediátrica	  SG:	  supervivencia	  global	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